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 Los jasmonatos (JAs) son oxilipinas vegetales implicadas en la regulación de nume-
rosos procesos de crecimiento, desarrollo y estrés en plantas. Cuando se inició esta tesis 
sólo se conocía un FT (MYC2) que mediase respuestas a estas fitohormonas. Sin embargo, 
los análisis fenotípicos previos llevados a cabo en nuestro laboratorio evidenciaban que 
MYC2 no podía ser el único FT implicado en esta regulación. Mediante la combinación de di-
ferentes aproximaciones experimentales, genéticas, genómicas, bioquímicas y moleculares, 
se ha conseguido identificar a cinco nuevos FTs  (MYC3, MYC4, AtAIB, bHLH003 y bHLH013)
que median las respuestas a JAs y se ha caracterizado en profundidad a tres de ellos. MYC3 
y MYC4 actúan de forma parcialmente redundante con MYC2, y los patrones de expresión de 
cada uno de estos genes son claves para explicar su especificidad en la regulación de algunas 
respuestas a la hormona. Además, se ha descubierto que el jasmonato regula  la expresión de 
genes del genoma del cloroplasto y este efecto esta mediado por AtAIB, y probablemente por 
bHLH003 y bHLH013. Por último, una aproximación genética ha permitido aclarar que el efecto 
del jasmonato inhibiendo el crecimiento de la raíz se debe, en parte, a una acción secuencial 
de las rutas de señalización de etileno y al transporte de auxinas inducidas por jasmonato.
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SUMMARY 

21
 The plant hormones jasmonates (JAs) are fatty acid derived oxylipins required for 
the regulation of multiple physiological aspects of plant growth, development and defense. 
In the presence of exogenous or endogenous signals the hormone, (+)-7-iso-jasmonoyl-L-
Isoleucine, promotes degradation of JA signaling repressors (JAZ proteins) and liberates 
transcription factors (TFs) from general co-repressor complexes (NINJA-TOPLESS). In this 
situation, TFs such as MYC2 and others, initiate the transcriptional reprogramming of the 
cell and the activation of the JA-responses. Since the key signaling events identified so 
far still do not explain all the diversity and specificity of JA responses, the aim of this work 
was to search for new components in this hormonal pathway that could explain these two 
aspects of JA responses. When this thesis was initiated MYC2 was the only known tar-
get of JAZ repressors. However, MYC2 could not be the only TF involved in JA signaling 
since myc2 mutants were not impaired in all JA-related responses. Thus, we focused on 
the identification of MYC2 partners. Combining several experimental approaches (genetics, 
genomics, molecular biology and biochemistry) the goals achieved in this work have been:
1- The identification of new JAZ targets (MYC3, MYC4, AtAIB, bHLH003 and bHLH013). 
2- The characterization of MYC3 and MYC4 TFs that act redundantly with MYC2 in the 
positive regulation of JA mediated defense response. 
3- The characterization of AtAIB, another bHLH TF, that mediates the downregulation 
of chloroplast gene expression in response to JA. 
4- Finally, the finding that mutations in ethylene signaling components and auxin ca-
rriers enhance the root insensitivity phenotype of jin1-2/myc2 to JA. So, ethylene signaling 
and auxin transport mediate, in part, the root-growth inhibition by JA. 
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RESUMEN

25
 Las hormonas vegetales llamadas jasmonatos (JAs) son oxilipinas derivadas de 
ácidos grasos que están implicadas en la regulación de numerosos aspectos fisiológicos 
del crecimiento, desarrollo y defensa de las plantas. En presencia de estímulos exógenos 
o endógenos la hormona, (+)-7-iso-jasmonoyl-L-Isoleucina, promueve la degradación de 
los represores de la ruta de señalización de JA, las proteínas JAZ, y libera a los factores 
de transcripción (FTs) de los complejos generales de represión constituídos por las proteí-
nas NINJA y TOPLESS. En esta situación, FTs como MYC2, pero también otros, inician la 
reprogramación transcripcional de la célula y la activación de las respuestas a JA. Como 
los elementos de la ruta de señalización de esta hormona identificados hasta el momento 
de comenzar esta tesis todavía no explicaban completamente la diversidad y especificidad 
de respuesta a JA, el objetivo de este trabajo consistió en la búsqueda de nuevos compo-
nentes en esta ruta de señalización hormonal que pudiesen dar respuesta a estos dos as-
pectos, diversidad y especificidad, de la respuesta a JA. Cuando se inició esta tesis, MYC2 
era la única diana conocida de los represores JAZ. Sin embargo, MYC2 no podía ser el 
único FT implicado en la señalización de JA porque los mutantes myc2 no bloquean todas 
las respuestas a la hormona. Por eso, este trabajo se centró en la identificación de genes 
funcionalmente redundantes con MYC2. A través de la combinación de varias estrategias 
experimentales (genética, genómica, biología molecular y bioquímica) los logros consegui-
dos en esta tesis han sido los siguientes: 
1- La identificación de nuevas dianas de los represores JAZ (MYC3, MYC4, AtAIB, 
bHLH003 y bHLH013). 
2- La caracterización de los FTs MYC3 y MYC4 que actúan de manera redundante 
con MYC2 en la regulación positiva de las respuestas de defensa mediadas por JA. 
3- La caracterización de AtAIB, otro FT de la familia bHLH , que media la represión de 
la expresión génica del cloroplasto en respuesta a JA. 
4- Finalmente, se ha visto que mutaciones en componentes de la señalización de eti-
leno y en transportadores de auxinas incrementan el fenotipo de insensibilidad a JA en raíz 
de jin1-2/myc2. Por lo tanto, la señalización de etileno y el transporte de auxinas median 
en parte la inhibición del crecimiento de raíz provocada por JA. 
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1.  INTRODUCCIÓN

29
1.1. Señalización hormonal en plantas.
La adaptación de las plantas al entorno ecológico determina su supervivencia en 
la naturaleza y su éxito reproductivo (revisado en Sultan, 2000; de Kroon y col., 2005; 
Valladares y col., 2007; Cheatham y col., 2009). Este proceso adaptativo permite a la 
planta ajustar su programa de desarrollo a un medio ambiente cambiante. La respuesta de 
la planta a los factores ambientales y de estrés ocurre a través de redes de señalización 
que se encienden y apagan en diferentes momentos y tejidos de la planta y que integran 
las señales ambientales con los programas de desarrollo endógenos (Chung y col., 2008; 
Lopez y col., 2008; Ballaré, 2009; Kazan y Manners, 2009). Dichas redes de señalización 
están constituidas por numerosas rutas hormonales y no hormonales que establecen entre 
ellas interacciones de cooperación, sinergismo y antagonismo (revisado en López y col., 
2008; Spoel y Dong, 2008; Pieterse y col., 2009). El hecho de compartir componentes 
moleculares y localización subcelular favorece la interrelación de las distintas rutas 
(revisado en Bari y Jones, 2009). De esta manera, ante un factor de estrés determinado 
la planta activa una respuesta concreta, tanto a nivel local como sistémico, que resulta del 
balance entre las diferentes vías de señalización que han entrado en juego y que consiste 
en la activación transcripcional, la síntesis y degradación de proteínas y la acumulación de 
metabolitos (revisado en Fujita y col., 2006; Beckers y Spoel, 2006; Balbi y Devoto, 2008). 
Las hormonas son compuestos orgánicos que a bajas concentraciones modifican 
la fisiología de la planta. Los procesos afectados por ellas incluyen crecimiento, 
diferenciación, desarrollo y defensa (revisado en Davies, 2004). Tradicionalmente, las 
hormonas vegetales se han dividido en dos categorías atendiendo a sus funciones 
en la planta, las hormonas de desarrollo (auxinas, giberelinas (GAs), citoquininas, 
brasinoesteroides y, más recientemente, estrigolactonas) y las hormonas de estrés (ácido 
salicílico (SA), ácido jasmónico (JA), etileno (ET) y ácido abscísico (ABA)). Sin embargo, 
esta clasificación funcional es claramente artificial y en realidad, cada vez es más evidente 
que todas las hormonas participan en la regulación tanto de respuestas de defensa como 
de desarrollo de una forma integrada (revisado en Creelman y Mullet, 1997; Bari y Jones, 
2009; Stepanova y Alonso, 2009; Raghavendra y col., 2010; Depuydt y Hardtke, 2011). 
Teniendo en cuenta que defensa y desarrollo son mecanismos interrelacionados, no es 
extraño que las diferentes hormonas tengan el potencial de modular ambos aspectos de 
la fisiología de la planta (revisado en Heil y Baldwin, 2002). Un ejemplo claro lo constituye 
el JA que se descubrió como una hormona de respuesta a herida y posteriormente se 
vio que estaba implicado también en procesos de desarrollo como la progresión del ciclo 
celular, la producción y maduración de polen, el crecimiento de la raíz y  la senescencia 
(Bell y col., 1995; Weber y col., 1997; Mandaokar y col., 2003; Pauwels y col., 2008; Zhang 
y Turner, 2008;  revisado en Creelman y Mullet, 1997; Browse, 2009; Reinbothe y col., 
2009). Del mismo modo, otras hormonas de estrés como ET y ABA modulan procesos de 
desarrollo relacionados con muerte celular, clorosis, senescencia, dormición, desecación y 
germinación de las semillas, abscisión y maduración de frutos,… (revisado en Stepanova 
y Alonso, 2009; Raghavendra y col., 2010). Asimismo, se ha visto que auxinas y GAs, 
consideradas hormonas clásicas de crecimiento y desarrollo, modulan ciertos mecanismos 
de defensa (revisado en Depuydt y Hardtke, 2011) (Figura 1.1).
INTRODUCCIÓN
Figura 1.1. Distintas hormonas vegetales regulan las respuestas de defen-
sa frente a patógenos de la planta.
Las hormonas vegetales implicadas en defensa (JA, SA, ET y 
ABA) y las responsables de los procesos desarrollo y crecimien-
to vegetal (auxinas, GAs, citoquininas (CK) y brasinoesteroides
(BR)) modulan la respuesta de la plan-
ta frente a estrés biótico (Adaptado de Bari y Jones, 2009). 
Para entender cómo funcionan las redes de señalización hormonal es necesario 
identificar primero sus componentes moleculares y analizar las relaciones entre ellos. Este 
trabajo se ha centrado en la caracterización de nuevos elementos que participan en la 
señalización molecular de JA. A continuación se describen pormenorizadamente varios 
aspectos relacionados con esta hormona. En primer lugar, se explica la naturaleza química 
del JA y se detallan sus funciones. En segundo lugar, se describe la ruta de síntesis, la 
forma bio-activa de la hormona y los mecanismos de inactivación hormonal. Por último, se 
analizan los elementos que participan en la señalización de JA, la activación transcripcional 
mediada por la hormona y su interacción con otras rutas hormonales que co-regulan las 
respuestas de defensa y desarrollo en plantas. 
1.2. Naturaleza química y funciones de los jasmonatos.
1.2.1. El ácido jasmónico y los jasmonatos.
El ácido jasmónico (JA) y sus derivados los jasmonatos (JAs) son derivados de ácidos 
grasos sintetizados en la ruta de los octadecanoides a partir del ácido α-linolénico (18:3) y 
el ácido hexadecatrienoico (16:3) (revisado en Farmer y Ryan, 1992). Se descubrieron en 
1962 cuando se identificó al MeJA como un componente principal de la esencia del jazmín 
(Demole y col., 1962). Los JAs pertenecen al grupo de los compuestos denominados 
oxilipinas que presentan homología estructural y funcional con las prostaglandinas animales 
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implicadas en procesos inflamatorios (revisado en Hamberg y Gardner, 1992). Estas 
sustancias están ampliamente distribuidas en el reino vegetal (revisado en León y col., 
2001). Sus funciones son muy diversas y participan en la regulación de múltiples aspectos 
fisiológicos del crecimiento, el desarrollo y la defensa vegetal (revisado en Wasternack, 
2007; Kazan and Manners, 2008; Browse, 2009; Chung et al., 2009; Pauwels et al., 2009). 
El contenido endógeno de JAs varía en función del tejido y tipo celular, el estadío de 
desarrollo de la planta y los diferentes estímulos externos (Glauser y col., 2008; Koo y col., 
2009). Además, ciertos JAs podrían actuar como una señal sistémica móvil en procesos 
de defensa (Farmer y Ryan, 1990; Thorpe y col., 2007; Tamogami y col., 2008; Koo y col., 
2009). Los JAs son reconocidos como reguladores generales de las respuestas de plantas 
frente a estrés medioambiental provocado por patógenos e insectos, herida, exposición 
a ozono y déficit hídrico (Devoto y col., 2005; revisado en Browse y Howe, 2008). Los 
JAs activan la producción de antocianinas y la formación de tricomas (Feys y col., 1994; 
Ellis y Turner., 2001; Li y col., 2004; Boughton y col., 2005; Yoshida y col., 2009, Qi y 
col., 2011). Además, son reguladores importantes en procesos de crecimiento y desarrollo 
como la producción y maduración de gametos, el progreso del ciclo celular, el crecimiento 
de la raíz, el enrollamiento del zarcillo en la vid y la senescencia en muchas especies 
vegetales (Pauwels y col., 2008; Zhang y Turner, 2008; Reinbothe y col., 2009; Yoshida 
y col., 2009). Sus funciones mejor caracterizadas están relacionadas con la respuesta al 
ataque por insectos y a herida, la defensa frente a patógenos y el desarrollo reproductivo. 
A continuación se explicarán en detalle estas tres funciones principales de los JAs. 
1.2.2. Funciones de los JAs.
1.2.2.1. Respuesta frente a insectos y herida.
La biomasa del planeta está en gran parte constituida por plantas e insectos, dos 
grupos de organismos ampliamente distribuidos. Debido a que las plantas son sésiles y no 
pueden escapar a la alta densidad de insectos que se alimentan de tejidos vegetales, plantas 
e insectos han co-evolucionado a lo largo del tiempo (revisado en Schoonhoven y Van Loon, 
1998; Becerra, 2007; Stukenbrock y McDonald, 2008). En la interacción planta-insecto, las 
plantas han desarrollado sofisticados mecanismos de defensa directos e indirectos. Por su 
parte, los insectos han elaborando ingeniosas estrategias de aprovechamiento del tejido 
vegetal y de tolerancia frente a las sustancias repelentes y tóxicas producidas por las 
plantas (revisado en Kessler y Baldwin, 2002; Felton y Tumilson, 2008; Howe y Jander, 
2008). 
En la activación de las defensas vegetales frente al insecto herbívoro se ha 
demostrado que la ruta de señalización de JA juega un papel esencial (revisado en Howe 
y Jander, 2008). El ataque por herbívoros dispara en la planta la producción, tanto a nivel 
local como sistémico, de JA y JA-Ile, compuestos necesarios para activar los mecanismos 
de defensa (Kang y col., 2006; Chung y col., 2008). Los mutantes deficientes en la síntesis y 
percepción de la hormona son más susceptibles al ataque de estos herbívoros (Rayapuran 
y Baldwin, 2006; Chung y col., 2008; Steppuhn y col, 2008; Wang y col., 2008b; Meldau 
y col., 2011). Además, los análisis de expresión génica han demostrado que la ruta de 
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señalización de JA regula de manera predominante los cambios a nivel transcriptómico 
que se producen en la respuesta a insectos (Reymond y col., 2004; De Vos y col., 2005; 
Devoto y col., 2005; Dombrecht y col., 2007). Entre los genes inducidos por el insecto que 
dependen de JA se encuentran los que codifican a los diversos enzimas de las síntesis 
de la hormona (LOX2, AOS, OPR3 o JAR1), varios genes JAZ, el FT MYC2 y genes 
que codifican enzimas que inhiben poligalacturonasas del insecto (PGIPs) y enzimas 
relacionadas con la síntesis de metabolitos secundarios que actúan como insecticidas 
(Reymond y col, 2004; De Vos y col., 2005; Chung y col. 2008). El JA participa también en 
la formación de tricomas que son barreras que la planta emplea para disuadir al insecto 
(Feys y col., 1994; Ellis y Turner, 2001; Li y col., 2004; Boughton y col., 2005; Yoshida y col., 
2009; Qi y col., 2011; revisado en Peiffer y col., 2009). Los represores JAZ interaccionan 
directamente con los componentes bHLH (TT8, GL3 y EGL3) y MYB (MYB75 y TT1) de 
los complejos WD/bHLH/MYB, que son activadores transcripcionales de la iniciación de 
los tricomas  (Payne y col., 2000; Zhang y col., 2003;  Zhao y col., 2008; Yoshida y col., 
2009; Qi y col., 2011). Este mecanismo de represión de los complejos WD/bHLH/MYB no 
sólo es el responsable de la formación de tricomas sino que también regula la acumulación 
de antocianinas en respuesta a JA frente a distintos tipos de estrés. La participación de 
la ruta de señalización de JA en respuesta al ataque del insecto a través de la inducción 
génica, la producción de compuestos repelentes, insecticidas y atrayentes de predadores 
y la formación de tricomas, indica que esta hormona es esencial en la activación de los 
mecanismos de defensa de la planta frente al herbívoro. 
Puesto que los herbívoros masticadores provocan heridas en los tejidos atacados 
no es extraño que la respuesta de la planta al daño mecánico infringido por viento o granizo 
en ambientes naturales solape en gran medida con la defensa frente a insectos (Reymond 
y col., 2000; revisado en Howe y Jander 2008). Así, gran parte de los genes que se 
inducen en respuesta a herida dependen de JA y del gen COI1 (que codifica el co-receptor 
de la hormona) como ocurre con los genes cuya expresión aumenta en la respuesta a 
herbívoros (Bell y col., 1995; Titarenko y col., 1997; Reymond y col., 2000; Park y col., 
2002; Chung y col., 2008; Suza y Staswick, 2008). Estos genes incluyen componentes de 
la síntesis y señalización de JA y genes relacionados con la reparación celular y el estrés 
osmótico (Reymond y col., 2000). La expresión de otros genes como los relacionados con 
la producción de metabolitos secundarios de efecto insecticida no se ve alterada en la 
respuesta a daño mecánico, por lo tanto, son genes específicos de la respuesta a insectos. 
Asimismo, en respuesta a herida se activa la producción de JAs (Weber y col., 1997; Chung 
y col., 2008; Glauser y col., 2008; Glauser y col., 2009, Koo y col., 2009). En concreto se ha 
visto que hay síntesis de OPDA, JA y JA-Ile tanto en hojas dañadas de Arabidopsis como 
en tejidos distales (Glauser y col., 2009; Chung y col., 2008; Koo y col., 2009). Además del 
JA-Ile, otros JAs como el OPDA participan en la activación de respuestas a herida por un 
mecanismo independiente de JA (Stintzi y col., 2001; Taki y col., 2005). Por otra parte, se 
ha demostrado que el daño repetido provoca la detención del crecimiento en Arabidopsis 
(Yan y col., 2007; Zhang y Turner, 2009). Este proceso depende de JA. La hormona para 
el ciclo celular en fase G2 impidiendo su progresión a fase M y, de este modo, evita que 
las células se dividan (Zhang y Turner, 2009). Por lo tanto, la presencia de un estímulo de 
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herida constante sitúa a la planta ante el dilema de “defenderse o crecer” en el que el JA 
juega un papel crucial (Herms y Mattson, 1992). 
1.2.2.2. Defensa frente a patógenos.
El JA, además de regular los mecanismos de defensa frente a insectos y herida, 
también modula la resistencia a patógenos pertenecientes a grupos taxonómicos diversos 
y con estilos de vida diferentes (Thaler y col., 2004). El hecho de que los mutantes de 
síntesis y/o señalización de JA presentasen mayor susceptibilidad a patógenos necrotrofos 
indicó un papel de la ruta del JA en la activación de defensas frente a estos microorganismos 
(Vijayan y col., 1998; Tiryaki y Staswick, 2002; Lorenzo y col., 2003; Lorenzo y col., 2004). 
Cuando un patógeno necrotrofo, que se alimenta de tejidos necrosados o muertos, infecta 
tejidos vegetales se pone en marcha un mecanismo de defensa en el que el JA no actúa 
sólo. En general, JA y ET cooperan en la activación de las respuestas frente a este tipo de 
patógenos (Xu y col., 1994; Penninckx y col., 1998; Lorenzo y col., 2003; Pre y col., 2008). 
Así, los mutantes defectivos en la señalización de etileno como ein2 son, al igual que los 
de JA como coi1, más susceptibles a la infección. Sin embargo, ET y JA antagonizan en 
la inducción de defensas frente a herida o insectos fitófagos (Rojo y col., 1999; Thaler 
y col., 2002; revisado en León y col., 2001). Molecularmente, en la regulación de estas 
interacciones juegan un papel muy importante los factores de transcripción (FTs) ERF1 y 
MYC2 (Berrocal-Lobo y col., 2002; Lorenzo y col., 2003, Boter y col., 2004; Lorenzo y col., 
2004). 
El FT MYC2 regula de manera diferencial dos grupos de genes de respuesta a JA 
(Figura 1.2). Por un lado activa genes de respuesta a daño mecánico e insectos y, por otro, 
reprime genes relacionados con defensa a patógenos (Boter y col., 2004; Lorenzo y col., 
2004; Dombrecht y col., 2007). Por su parte, el FT ERF1, que pertenece a la familia ERF/
AP2 e integra las señales de JA y ET, modula la expresión de algunos genes regulados 
por MYC2 pero lo hace de manera opuesta (Berrocal-Lobo y col., 2002; Lorenzo y col., 
2003; McGrath y col., 2005; Pré y col., 2008). De este modo activa la expresión de  genes 
de la vía JA/ET relacionados con defensa frente a patógenos necrotrofos como PDF1.2 y 
b-CHI y reprime la expresión de genes relacionados con respuesta a herida y herbívoros 
como VSP2 (Berrocal-Lobo y col., 2002; Lorenzo y col., 2003). Además de ERF1, otros 
FT ERF/AP2, activadores, como ERF2 o ORA59, y represores como ERF4, participan en 
esta interrelación JA/ET (McGrath y col., 2005; Pré y col., 2008; Zarei y col., 2011). En 
Cantharantus roseus el FT ORCA3 y en Nicotiana tabacum el FT ORC1, ambos de la 
familia ERF/AP2, participan en la síntesis de alcaloides en respuesta a JA (Van der Fits y 
Memelink, 2001; De Boer y col., 2011; Zhang y col., 2011).  Por último, los FT de la familia 
b-ZIP, TGA2, TGA5 y TGA6, que regulan negativamente la expresión de PDF1.2, modulan 
la activación de defensas frente a patógenos necrotrofos que dependen de la vía JA/ET 
(Ndamukong y col., 2007; Zander y col., 2010). Además, en la resistencia a la infección 
fúngica también se ha descrito un papel de los FT ANAC019 y ANAC055 de la familia NAC 
(NAM/ATAF1,2/CUC2). Ambos actúan por debajo de MYC2 en la cascada de señalización 
y son activadores de genes de respuesta a JA como LOX2 y VSP1 (Delessert y col., 2005; 
Bu y col., 2008).
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Figura 1.2. Los FTs MYC2 y ERF1 regulan de manera antagónica grupos de genes 
de respuesta a JA.
Los genes MYC2 y ERF1, que se inducen en respuesta a JA o por la accion conjunta 
de JA y ET, respectivamente, regulan de manera antagónica la expresión de genes de 
respuesta a patógenos (que son activados por ERF1 y reprimidos por MYC2) y genes 
de respuesta a herida e insectos (que son activados por MYC2 y reprimidos por ERF1).
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La interacción entre plantas y rizobacterias como Pseudomonas fluorescens induce 
una respuesta de defensa sistémica denominada ISR (del inglés “Induced Systemic 
Resistance”) que está mediada por las rutas de señalización de JA y ET (Pieterse y col., 
1998; Knoester y col., 1999). A diferencia de la cooperación de JA y ET en otras respuestas, 
en el caso de la ISR la acción de ambas hormonas es secuencial. La inducción de ISR 
en la planta confiere resistencia frente a un amplio rango de patógenos microbianos e 
insectos (Ton y col., 2002; Van Oosten y col., 2008). Esta resistencia ante otros patógenos 
podría deberse a la inducción de MYC2 y a la consecuente activación de sus dianas y pone 
de manifiesto que JA y ET juegan un papel en el establecimiento de las defensas a largo 
plazo (Pozo y col., 2008). 
Además de los patógenos necrotrofos, las plantas pueden ser también infectadas 
por patógenos biotrofos, que se alimentan de tejidos vivos. La defensa frente a patógenos 
biotrofos en plantas está regulada principalmente por ácido salicílico (SA) (revisado en 
Loake y Grant, 2007). Esta hormona por un lado activa la respuesta a nivel local y por otro 
media el establecimiento de la resistencia sistémica adquirida (SAR) en los tejidos distales 
a la infección (revisado en Durrant y Dong, 2004; Loake y Grant 2007). El JA modula 
negativamente la respuesta a patógenos biotrofos porque antagoniza con el SA (revisado 
en Bari y Jones, 2009). Así, los mutantes defectivos en la señalización de JA como coi1 
o jin1 son más resistentes a la infección por bacterias hemibiotrofas como Pseudomonas 
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syringae (Feys y col., 1994; Kloek y col., 2001; Laurie-Berry y col., 2006). El antagonismo 
JA/SA se refleja a nivel molecular en la acción de varios genes como NPR1 que media la 
supresión por SA de las defensas que dependen de JA, o como los FTs WRKY70, WRKY62 
o WRKY33 de la familia WRKY que regulan la expresión génica en respuesta a ambas 
hormonas (Spoel y col., 2003; Li y col., 2004; Li y col., 2006; Zheng y col., 2006; Mao y col., 
2007; Rayapuram y Baldwin, 2007; León-Reyes y col., 2009; Bruessow y col., 2010; León-
Reyes y col., 2010; revisado en Dong, 2004). 
Algunas bacterias como Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (Pst DC3000) 
han sabido aprovechar este antagonismo JA/SA en beneficio propio sintetizando coronatina. 
Esta sustancia activa la ruta del JA en la planta infectada e inactiva las defensas mediadas 
por SA (Zhao y col., 2003; Cui y col., 2005; Brooks y col., 2005). La coronatina aumenta 
la proliferación de la bacteria y la severidad de los síntomas en las plantas infectadas, por 
lo tanto, favorece el éxito de la infección (Mittal y Davies, 1995; revisado en Abramovitch y 
Martin, 2004). La capacidad de la coronatina para poner en marcha la ruta de señalización 
de JA se refleja a nivel molecular en su función como mimético de la hormona activa (Katsir 
y col., 2008). Así, la toxina bacteriana es incluso más activa en la promoción de la unión del 
complejo co-receptor formado por las proteínas COI1 y JAZ que la hormona activa JA-Ile 
(Thines y col., 2007; Katsir y col., 2008; Melotto y col., 2008;  Yan y col., 2009; Fonseca y 
col., 2009a). 
La implicación de la señalización de JA en la respuesta frente a patógenos con 
diferentes modos de vida, así como el desarrollo de sistemas miméticos que inhabilitan 
este tipo de defensa por parte del microorganismo, indican la importancia del JA en los 
mecanismos de respuesta de la planta frente a hongos y bacterias (revisado en Bari y 
Jones, 2009; Robert-Seilaniantz y col., 2010).
1.2.2.3. Desarrollo reproductivo y fertilidad.
Los JAs además de modular respuestas de defensa también regulan procesos de 
desarrollo (revisado Creelman y Mullet, 1997; Browse, 2009). El JA controla la fertilidad 
de la planta. Así, en Arabidopsis, los mutantes deficientes en la síntesis de la hormona 
(fad 3-2 fad7-2 fad8, dad1, aos1, opr3/dde1) y algunos mutantes de señalización de JA 
como coi1 presentan esterilidad masculina (Feys y col., 1994; McConn y Browse, 1996; 
Sanders y col., 2000; Ishiguro y col., 2001; Stintzi y col., 2001; Park y col., 2002; von 
Malek y col., 2002). Por otra parte, las plantas mutantes para el gen COI de tomate, 
que tienen graves defectos en la viabilidad y germinación del polen, además presentan 
esterilidad femenina (Li y col., 2004). Estos datos evidencian un papel regulador del JA 
en el control de la fertilidad . En el caso de la fertilidad masculina en Arabidopsis el JA 
actúa a tres niveles, regulando la elongación del filamento de la antera, la dehiscencia de 
la misma y la viabilidad de los granos de polen (revisado en Browse, 2009). Además, el 
JA induce la expresión de numerosos genes en el tejido del estambre, entre ellos varios 
FT de la familia MYB, como MYB21, MYB24 y MYB108 que juegan un papel esencial en 
la fertilidad de la planta (Mandaokar y col., 2003; Mandaokar y col., 2006; Cheng y col., 
2009; Mandaokar y Browse, 2009). Así, las mutaciones en MYB21 y MYB108 generan un 
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fenotipo de esterilidad parcial que se incrementa en los dobles mutantes myb21 myb24 y 
myb21 myb108 (Mandaokar y col., 2006; Chen y col., 2009; Mandaokar y Browse, 2009). 
Recientemente se ha demostrado que los FT MYB21 y MYB24 interaccionan in vitro e in 
vivo con los represores JAZ (Song y col., 2011). Además la expresión ectópica de MYB21 
en fondo mutante coi1 puede rescatar el fenotipo de esterilidad masculina del mutante 
(Song y col., 2011). Por lo tanto, los FT MYB21 y MYB24, que son dianas directas de los 
represores JAZ, regulan específicamente los mecanismos de elongación de los estambres 
y desarrollo de las anteras, procesos que dependen de JA y determinan la fertilidad 
masculina de la planta. En este proceso juegan también un papel importante los FT ARF6 
y ARF8 que regulan la dehiscencia de las anteras induciendo la producción de JA (Nagpal 
y col., 2005; Tabata y col., 2010). 
1.3. Metabolismo de JA.
1.3.1. Biosíntesis de JA.
La combinación de ensayos bioquímicos con estudios genéticos ha llevado a un 
conocimiento amplio de la ruta de síntesis de los JAs. Este proceso ocurre en diferentes 
etapas que se localizan a lo largo de dos compartimentos celulares distintos, los plastos y 
el peroxisoma (revisado en Wasternack, 2007; Gfeller y col., 2010; Wasternack y Kombrink, 
2010). El primer paso de la síntesis de JA ocurre en las membranas de los plastos (Figura 
1.3). Aquí, las fosfolipasas DAD1 y DONGLE liberan ácido α–linolénico (αLA) (18:3) 
y ácido hexadecatrienoico (16:3) a partir de fosfolípidos de membrana (Isihiguro y col., 
2001; Hyun y col., 2008). En Arabidopsis, la síntesis de JAs ocurre principalmente a partir 
de precursores 18:3 a través de la ruta de los octadecanoides (Farmer y Ryan, 1992; 
Mueller y col., 1993). En ella, el αLA es oxidado por acción de las 13-lipooxigenasas (13-
LOX) cloroplásticas generando ácido 13-(S)-hidroperóxido linolénico, 13-(S)-HPOT (Vick 
y Zimmerman, 1983; Bell y Mullet, 1993; Melan y col., 1993; Bannenber y col., 2009). 
De los 6 genes que codifican lipooxigenasas en el genoma de Arabidopsis, tres de ellos, 
(LOX2, LOX3, y LOX4), se han relacionado con la producción y señalización de JA (Bell 
y Mullet, 1993; Caldelari y col., 2011). En este sentido, mientras que el gen LOX2 se 
induce rápidamente en respuesta a aplicación de MeJA y su pérdida de función provoca 
menor acumulación de JA en respuesta a herida, los dobles mutantes lox3 lox4 presentan 
esterilidad masculina y defectos en el desarrollo floral (Bell y Mullet., 1993; Caldelari y col., 
2011). 
La siguiente enzima de la ruta es la sintasa de óxido de aleno (AOS1) que se encarga 
de deshidratar el 13-(S)-HPOT para convertirlo en ácido 12,13-epoxioctadecatrienoico 
también denominado óxido de aleno (AO). La proteína AOS1 es un citocromo P450 de la 
familia CYP74A (Laudert y col., 1996; Laudert y Weiler, 1998). El gen AOS1 se induce por 
JA y herida (Laudert y Weiler, 1998). Puesto que el JA es esencial en la fertilidad de las 
plantas y como el enzima AOS1 constituye un paso esencial en la síntesis de la hormona, 
las plantas mutantes aos1 que son incapaces de sintetizar JA presentan esterilidad 
masculina (Park y col, 2002; von Malek y col., 2002). El árbol filogenético de las proteínas 
AOS de plantas incluye 20 secuencias proteicas de varias especies (Stumpe y Feussner, 
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2006). Todas las proteínas AOS a excepción de las de guayule y maíz llevan un péptido de 
localización plastidial y son enzimas residentes en los plastos (Laudert y col, 1996). 
La enzima ciclasa de óxido de aleno (AOC) es una proteína de la familia de las 
lipocaínas encargada de convertir el AO en (9S,13S)-cis-(+)-OPDA (ácido oxo-fitodienoico) 
mediante una reacción de ciclación (Ziegler y col., 2000). Aunque la naturaleza química del 
OPDA permite cuatro estereoenantiómeros, AOC establece la estructura enantiomérica 
del anillo ciclopentenona del JA, de modo que sólo se forma uno de los cuatro compuestos 
posibles (Ziegler y col, 2000). En ausencia de AOC y debido a que el AO es altamente 
inestable, se generan mezclas racémicas de OPDA y derivados cetol. Al igual que AOS, 
AOC es una enzima cloroplástica (Ziegler y col., 2000; Hause y col., 2003). A pesar de 
que no existen pruebas experimentales de la interacción entre las proteínas AOS y AOC, 
tanto la inestabilidad del AO como los detalles estructurales de ambas proteínas apuntan 
hacia la posibilidad de que exista un contacto entre ellas que favorecería su mecanismo de 
acción secuencial (Hofmann y col., 2006; Li y col., 2008).
 El OPDA puede estar en los cloroplastos en forma libre o esterificado a galactolípidos 
de membrana (Andersson y col., 2006; Kourtchenko y col., 2007). El (9S,13S)-cis-(+)-
OPDA sintetizado en el plasto, libre o esterificado, es transportado al peroxisoma por un 
mecanismo desconocido que depende del transportador ABC CTS1/PXA1/PED3 (del 
inglés “COMATOSE1/PEROXIMAL ABC TRANSPORTER 1/PEROXISOME DEFICIENT 
3”) (Zolman y col., 2001; Theodoulou y col., 2005; Footfitt y col., 2007). La pérdida de 
función de CTS1 provoca una deficiencia en la acumulación de JA y causa esterilidad 
parcial porque reduce la fertilidad masculina (Theodoulou y col. 2005; Footfitt y col., 2007). 
Puesto que las mutaciones en el gen CTS1 no bloquean totalmente las respuestas a JA 
,deben existir otros mecanismos que contribuyan a la exportación de (9S,13S)-cis-(+)-
OPDA del cloroplasto (Theodoulou y col., 2005). Como se ha comentado con anterioridad, 
la síntesis de JA además de usar como precursor al αLA también puede emplear al ácido 
hexadecatrienoico (16:3) que es un precursor de 16 carbonos (Weber y col., 1997). Esta 
vía alternativa de síntesis a partir de ácido hexadecatrienoico da lugar a un homólogo 
estructural del OPDA denominado ácido dinor-12-oxo-fitodienoico (dnOPDA) (Weber y col., 
1997) (Figura 1.3).
La síntesis de JA continúa en el peroxisoma. Aquí el (9S,13S)-cis-(+)-OPDA es 
oxidado a ácido 3-oxo-2(2´(Z)-pentenil)-ciclopentano-1-octanoico (OPC:8) por la enzima 
OPDA reductasa (OPR) (Schaller y Weiller, 1997). Las enzimas OPR son oxidorreductasas 
dependientes de flavina que puede procesar tanto el compuesto natural (9S,13S)-OPDA 
como su enantiomero (9R,13R)-OPDA (Schaller y col., 1998). En los genomas de 
Arabidopsis, tomate y arroz se han identificado varios genes que codifican las distintas 
proteínas OPR (Schaller y col., 1998; Strassner y col., 2002; Tani y col., 2008). Sin embargo, 
sólo la proteína OPR3 de Arabidopsis y tomate se localiza en peroxisomas y es la única 
para la que se ha demostrado especificidad para el enantiomero (9S,13S)-cis-(+)-OPDA 
(Schaller y col., 1999; Strassner y col., 2002). Tanto la aplicación exógena de JA como 
la herida inducen la expresión del gen OPR3, y el mutante opr3 de Arabidopsis presenta 
esterilidad masculina ya que es incapaz de producir JA (Costa y col., 2000; Strassner y 
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col., 2002). Este fenotipo puede ser revertido por JA exógeno pero no por OPDA (Stintzi 
y Browse, 2000). Los datos cristalográficos de OPR3 han evidenciado que esta proteína 
tiene un mecanismo de regulación por auto-inhibición que depende de la formación de 
dímeros mediada posiblemente por fosforilación en el residuo tirosina-364, lo que sugiere 
que es un punto clave en la regulación de la síntesis de la hormona (Breithaupt y col, 2006; 
Breithaupt y col., 2009).
 
Figura 1.3. La biosíntesis de JA es un proceso enzimático que 
ocurre en plastos y peroxisomas. 
La ruta de síntesis de JA se produce en dos compartimentos celulares 
diferentes, plastos y peroxisomas, a lo largo de una cadena de reaccio-
nes enzimáticas donde el sustrato de cada nuevo paso de síntesis es el 
producto de la reacción anterior. Este proceso se inicia con la hidrólisis 
de ácidos grasos a partir de las membranas de los cloroplastos (GLM) 
mediada por fosfolipasas (FL) y termina con la liberación de JA al cito-
plasma celular libre ya de CoA por acción de una posible tioesterasa 
(TE), todavía sin idenficar (Adaptado de Wasternack y Kombrink, 2009).
GLM 
FL  
Cloroplasto 
Biosíntesis de JA 
Peroxisoma 
CTS1 “anion trapping” 
La síntesis de JA sigue adelante con tres rondas de β-oxidación que acortan la 
cadena lateral carbonada de la molécula precursora (Miersch y Wasternack, 2000). La 
β-oxidación comienza con la activación de OPC:8 por esterificación y formación del derivado 
unido a acetil-CoA (CoA), OPC:8-CoA (revisado en Baker y col., 2006; Koo y Howe, 2007). 
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Esta reacción podría ser catalizada por tres enzimas del tipo acil-CoA sintasas (ACS) que 
pertenecen a la familia de las 4-coumarato:CoA ligasas (4-CL) (Schneider y col., 2005; 
Souza y col., 2008). Todas ellas presentan gran afinidad in vitro por el OPDA, OPC:8 y 
OPC:6. Sin embargo, sólo la pérdida de función de una de ellas, OPCL1, es responsable 
de una menor acumulación de JA en respuesta a herida (Koo y col., 2006). En los pasos 
centrales de la β-oxidación participan secuencialmente varias enzimas. En el primer 
paso acil-CoA oxidasas (ACX) como ACX1 y ACX5 dan lugar a OPC:6 (Schilmiller y col., 
2007).  En el segundo intervienen proteínas multifuncionales (MFP) como la codificada por 
el gen AIM1 (del inglés “ABNORMAL INFLORESCENCE MERISTEM 1”), cuya pérdida 
de función, al igual que en el caso de los mutantes acx1 y el doble acx1 acx5, provoca 
menor acumulación de JA en respuesta a herida (Delker y col., 2007). En el tercer paso 
interviene KAT2 que es una enzima de tipo 3-cetoacil-CoA tiolasa que da lugar a JA-CoA 
a partir del OPC:4CoA generado en el paso anterior (Castillo y León, 2008). En hojas 
de Arabidopsis la herida induce la expresión a nivel local y sistémico de los genes ACX1 
y KAT2 implicados en el primer y último paso de la β-oxidación (Castillo y col., 2004). 
Todavía no se ha identificado, pero parece lógico que exista una tiosterasa responsable 
de la ruptura del enlace éster que dejaría libre al JA de su unión a acil-CoA (revisado en 
Baker y col., 2006). 
Una vez sintetizado el (3R, 7S)-JA, también denominado (+)-7-iso-JA, se libera 
del peroxisoma al citoplasma por un mecanismo desconocido. Los genes que codifican 
para las enzimas que intervienen en la ruta de síntesis de JA se inducen en respuesta a la 
hormona. Por lo tanto, la biosíntesis de JA está sujeta a un mecanismo de retroalimentación 
positiva (revisado en Koo y Howe, 2009) (Figura 1.3).
1.3.2. La hormona activa: (+)-7-iso-JA-L-Ile.
Desde su identificación, el JA y MeJA se han considerado como formas bioactivas de 
la hormona tanto por sus efectos fisiológicos como por su abundancia en la planta (Creelman 
y Mullet, 1995). Sin embargo, la identificación del mutante jar1, que es insensible a ambos 
compuestos, y la demostración de que el gen JAR1 codifica una enzima responsable de 
la conjugación de JA con aminoácidos, sugirieron que JA y MeJA eran sólo precursores 
de la molécula bioactiva, JA-Ile (Staswick y Tiryaki, 2004; Suza y col., 2010, revisado en 
Fonseca y col., 2009b). Tanto la enzima JAR1 de Arabidopsis como su ortólogo funcional de 
tomate JAR4 pueden conjugar el JA con varios aminoácidos. Así, en tejidos de Arabidopsis 
por acción de JAR1 se pueden forman JA-Ile, JA-Leucina (JA-Leu), JA-Valina (JA-Val), 
JA-Fenilalanina (JA-Phe) y JA-Triptófano (JA-Trp) y también el conjugado de JA con el 
precursor de la síntesis de ET ACC, JA-ACC (Staswick y Tiryaki, 2004). Sin embargo, sólo 
el compuesto JA-Ile puede revertir el fenotipo de insensibilidad a JA en raíz de los mutantes 
jar1, lo que indica que los demás compuestos no son funcionales como hormonas de tipo 
jasmonato (Fonseca y col., 2009a). Por otra parte, la interacción de las proteínas COI y 
JAZ para formar los complejos co-receptores de la hormona se favorece en presencia de 
JA-Ile y la toxina bacteriana coronatina compite con JA-Ile por su unión  al complejo co-
receptor COI/JAZ (Thines y col., 2007; Katsir y col., 2008; Fonseca y col., 2009a). Todos 
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estos datos señalan a JA-Ile como un compuesto bioactivo en la señalización de JA. En las 
muestras naturales el compuesto JA-Ile existe como una mezcla de los diastereoisómeros 
(-)-JA-L-Ile y (+)-7-iso-JA-L-Ile (Miersch y col., 1986; Guranowski y col., 2007; Fonseca y 
col., 2009a). Ensayos bioquímicos y experimentos de interacción proteína-proteína con 
cada uno de los isómeros puros de JA-Ile demostró que la forma bioactiva de la hormona 
es el compuesto (+)-7-iso-JA-L-Ile (Fonseca y col., 2009a). En experimentos con mutantes 
para la síntesis de JA-Ile en tomate y Arabidopsis se ha sugerido la existencia de otras 
oxilipinas bioactivas, sin embargo, sólo ha podido demostrarse actividad biológica directa 
para el derivado (+)-7-iso-JA-L-Ile (Stintzi y col., 2001; Wang y col, 2008a; Fonseca y col., 
2009a). Así se ha comprobado que el derivado MeJA, que conserva la actividad del ácido 
libre y funciona como una señal de comunicación entre los tejidos de la planta y entre las 
plantas de una población, sin embargo, necesita convertirse a JA-Ile en el tejido diana para 
ejercer su función hormonal (Thorpe y col., 2007; Tamogami y col., 2008) (Figura 1.4).
Figura 1.4. El JA da lugar a numerosos compuestos derivados, los JAs.
La molécula de JA en el citoplasma se modifica químicamente por adicción y/o sustracción de grupos 
funcionales dando lugar a distintos derivados. Se han identificado las enzimas JAR1 y JAR4 y la enzima 
metiltransferasa de JA (JMT) responsables de la formación de JA-Ile y MeJA, respectivamente. Además 
el citocromo CYP94B3 es el responsable de la inactivación de JA-Ile por hidroxilación (Figura adaptada 
de Wasternack, 2007).
12-O-glucosil-JA 
O-glucosil-JA 
Ácido cucúrbico 
cis-jasmona MeJA 12-OH-JA-Ile 
CYP94B3 
1.3.3. Mecanismos de inactivación hormonal. Catabolismo del JA.
Se han sugerido diversos mecanismos de inactivación de la hormona. En primer 
lugar, la epimerización. Como en la planta  la forma bio-activa de la hormona (+)-7-iso-JA-
L-Ile está en equilibrio dinámico con su forma inactiva (-)-JA-L-Ile, el desplazamiento hacia 
una de las formas por cambios en el pH o en el estado redox de la célula podría modular las 
concentraciones de hormona activa disponible en cada momento (Fonseca y col., 2009a; 
Fonseca y col., 2009b). En segundo lugar, puesto que el éster metílico de JA-Ile, (+)-7-iso-
JA-L-Ile-Me, que existe en la naturaleza, tiene una capacidad reducida de promover la 
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interacción COI/JAZ,  esta modificación puede constituir otra manera reversible de regular 
la actividad hormonal (Fonseca y col., 2009a). En tercer lugar, la hidroxilación de JA-Ile 
y su sulfonación o glucosilación posteriores inactivan a la hormona ya que contribuyen a 
atenuar la señalización de JA (Miersch y col., 2008). Recientemente, se ha descrito que 
la inactivación de JA-Ile por hidroxilación está mediada por el citocromo P450 CYP94B3 
(Koo y col., 2011). Por último, la conjugación de JA y ACC podría ser una manera de limitar 
la cantidad de JA disponible en la célula para la síntesis de hormona bio-activa (Staswick 
y Tiryaki, 2004). De este modo también se regularía el stock de ET por secuestro de su 
precursor ACC. Así, se afectaría no sólo a la señalización mediada por JA sino también a 
la dirigida por JA/ET (revisado en Lorenzo y col., 2005; Fonseca y col., 2009b).
1.4. Señalización de JA: El módulo SCFCOI1-JAZ-MYC2.
1.4.1. SCFCOI1.
 El primero de los elementos descubierto en la ruta de señalización de JA fue la 
proteína COI1 (Feys y col., 1992; Xie y col., 1998). El mutante coi1 se aisló en un escrutinio 
genético de plántulas resistentes a la fitotoxina bacteriana coronatina. Este compuesto, 
producido por ciertas cepas de Pseudomonas syringae, funciona como un mimético 
bioactivo de JA-Ile. La pérdida de función de COI1 afecta a todas las respuestas a la 
hormona (Xie y col., 1998; Devoto y col., 2002; Xu y col., 2002; Devoto y col., 2005). 
Así, las plantas mutantes coi1-1 tienen esterilidad masculina, presentan resistencia a la 
inhibición del crecimiento de raíz por JA y son más susceptibles a patógenos que las 
plantas silvestres. COI1 es una proteína F-box (Xie y col., 1998; Devoto y col., 2002; 
Xu y col., 2002). Los elementos F-box forman parte de complejos E3 ubiquitín-ligasa de 
tipo Skp1–Cul1–F-box (SCF) y son los responsables del reconocimiento y reclutamiento 
de sustratos específicos que serán ubiquitinados y posteriormente degradados en el 
proteasoma (revisado en Lechner y col., 2006). La co-inmunoprecipitación de COI1 con 
otros elementos de los complejos SCF como ASK1, ASK2, RBX1 o CUL1 demostró su 
participación en tales complejos (Xu y col., 2002; Feng y col., 2003; Takahashi y col., 2004; 
Ren y col., 2005).  El hecho de que COI1 participe en los complejos SCF indica que la 
degradación de proteínas por el proteasoma mediada por SCFCOI1 regula la respuesta a 
JA (Xie y col., 1998; Devoto y col., 2002; Xu y col., 2002; Devoto y col., 2005). En este 
sentido, mutaciones en otros componentes y elementos reguladores de los complejos SCF 
como CUL1, AXR1, SGT1b/JAI4 o la subunidad CSN5 del signalosoma COP9 presentan 
respuestas alteradas a JA tanto en inducción de la expresión génica, como en la defensa 
frente a patógenos o la inhibición del crecimiento de la raíz dependientes de JA (Azevedo 
y col., 2002; Tiryaki y Staswick, 2002; Xu y col., 2002; Feng y col., 2003; Lorenzo y col., 
2004; Lorenzo y Solano, 2005; Ren y col., 2005; Kawamura y col., 2009; Hind y col., 2011; 
Uppalapati y col., 2011). Todas estas mutaciones en los componentes generales de los 
complejos SCF tienen efectos pleiotrópicos y, además de afectar las respuestas a JA, 
alteran también otros procesos como, por ejemplo, la señalización de auxinas en el caso 
de las mutaciones en los genes AXR1 y SGT1b/JAI4 (Leyser y col., 1993; Pozo y col., 
1998; Tiryaki y Staswick, 2002; Gray y col., 2003; Lorenzo y Solano, 2005).
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La resolución cristalográfica de la estructura de COI1 ha revelado que esta proteína 
es el co-receptor de JA-Ile (Sheard y col., 2010).  COI1 es estructuralmente semejante a 
TIR1, otra proteína F-box que participa en los complejos SCFTIR1 implicada en la percepción 
de auxinas y degradación de los represores AUX/IAA (Dharmasiri y col., 2005; Kepinski y 
Leyser, 2005; Tan y col., 2007). En la zona N-terminal, COI1 tiene un dominio conservado 
que consta de tres hélices y es el responsable de la unión a ASK. En la parte C-terminal de 
la secuencia, 18 repeticiones en tándem ricas en leucina (LRRs) constituyen un solenoide 
en forma de herradura con tres giros en su parte superior. Un cuarto giro en el dominio 
C-terminal cierra la estructura (Sheard y col., 2010). 
Los datos genéticos, bioquímicos y cristalográficos han puesto de manifiesto la 
importancia de COI1 en la señalización de JA tanto en su faceta de co-receptor de la 
hormona, como en su función de F-box implicada en la ubiquitinación y degradación de 
los represores de esta ruta hormonal, las proteínas JAZ, que se explicarán en próximos 
apartados. 
1.4.2. MYC2 y otros factores de transcripción.
MYC2 es un regulador central de las respuestas a JA y la primera diana descrita de los 
represores JAZ, que se describen más abajo. MYC2 es un FT de tipo bHLH que se identificó 
simultáneamente en Arabidopsis y tomate usando dos aproximaciones experimentales 
diferentes. En primer lugar, un escrutinio de librerías de ADNc de tomate mediante ensayos 
de un híbrido de levadura condujo al descubrimiento de las proteínas MYC2 y MYC10 de 
tomate (Boter y col., 2004). En segundo lugar, un escrutinio genético en fondo mutante 
ein3 (del inglés “ethylene insensitive 3”) identificó el gen AtMYC2 de Arabidopsis (Lorenzo 
y col., 2004). En ambas especies los ortólogos funcionales del gen MYC2 se inducen 
por JA y por daño mecánico. Esta inducción depende de COI1. El mutante de pérdida de 
función atmyc2/jin1 (Lorenzo y col., 2004) se caracteriza por ser parcialmente insensible a 
JA en la inhibición del crecimiento de la raíz provocada por la hormona y además es más 
resistente a patógenos necrotrofos como Botrytis cinerea y Plectosphaerella cucumerina. 
Por otra parte, MYC2 es necesario en la supresión de las defensas que dependen de 
SA durante la infección con Pseudomonas syringae (Laurie-Berry y col., 2006). Además, 
participa en el establecimiento de la resistencia sistémica inducida (ISR) cuando las raíces 
de Arabidopsis son colonizadas por la rizobacteria Pseudomonas fluorescens (Pozo y col., 
2008). A nivel molecular, en respuesta a la aplicación exógena de JA, atmyc2 presenta 
una expresión reducida de los genes de respuesta a daño mecánico y a defensa frente a 
herbívoros (ej: VSP2, TAT, etc.) (Boter y col., 2004; Lorenzo y col., 2004). Sin embargo, los 
marcadores de defensa frente a patógenos bacterianos y fúngicos (ej: PR1, PR4, PDF1.2) 
tienen una expresión elevada con respecto al control silvestre. Por lo tanto, AtMYC2 regula 
de modo diferencial estos dos grupos de genes de respuesta a JA. Por una parte, activa 
los genes de respuesta a herida y a herbívoros y, por otra, reprime los genes de respuesta 
a bacterias y patógenos necrotrofos (revisado en Lorenzo y Solano, 2005). 
La ganancia de función de MYC2  además de rescatar el defecto fenotípico del 
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mutante en la inhibición del crecimiento de la raíz en respuesta a JA, provoca hipersensibilidad 
a dicha hormona (Lorenzo y col., 2004). Asimismo, análisis transcriptómicos realizados 
con el alelo mutante de MYC2, jin1-9, confirman que MYC2 regula la expresión de genes 
relacionados con la señalización de JA (Dombrecht y col., 2007). MYC2 altera la expresión 
de diversos FTs, de genes que participan en la modulación de niveles de metabolitos como 
flavonoides, tocoferoles y antocianinas, de genes que controlan el balance de fitohormonas 
(induce a AOC4 implicada en la síntesis de JA, y reprime a ACS6 implicada en la síntesis 
de ET) y el equilibrio redox, reduce la expresión de genes de la ruta del Trp, modifica la 
expresión de genes relacionados con la síntesis y transporte de auxinas, etc. MYC2 se 
une a la caja G, secuencia presente en los promotores de los genes de respuesta a JA 
(Abe y col., 2003; Boter y col., 2004; Dombrecht y col., 2007; Chini y col., 2007; Godoy y 
col., 2011). Por otra parte, ensayos de unión a secuencias promotoras combinados con 
experimentos de epistasia y expresión génica señalan un papel regulador de AtMYC2 en 
las respuestas a ABA y a luz azul (Abe y col., 2003; Yadav y col., 2005). Aunque podría 
considerarse a MYC2 como un integrador general de diversos procesos (Abe y col., 2003; 
Yadav y col.,2005; Dombrecht y col., 2007; Gangappa y col., 2010), en ningún caso se ha 
demostrado que su papel sea independiente de la ruta de señalización de JA. Por ejemplo, 
en el caso de genes de respuesta a ABA, su activación por MYC2 depende de COI1, lo 
que sugiere que el ABA precede al JA en la activación de estos genes por MYC2 (Lorenzo 
et al., 2004). Asimismo, en el caso de la activación de defensas frente a patógenos como 
Pythium irregulare se ha demostrado que la acumulación de ABA tras la infección precede 
a la síntesis de JA (Adie y col., 2007). 
En Cantharantus roseus CrMYC2 (Van der Fits y Memelink., 2001; Zhang y col., 
2011) y en Nicotiana tabacum proteínas bHLH similares a AtMYC2 (De Boer y col., 2011) 
participan en la regulación de procesos de respuesta a JA como son la síntesis de alcoloides 
indol-terpénicos y la producción de nicotina, respectivamente. 
Recientemente se han descrito otras dianas directas de los represores JAZ. Entre 
ellas estan las proteínas bHLH GL3, EGL3 y TT8 y MYB GL1 y MYB75, que regulan la 
producción de antocianinas y la iniciación de tricomas, y las proteínas MYB21 y MYB24, 
que participan en el control de la elongación de los estambres y el desarrollo de las anteras, 
como se ha descrito en apartados anteriores (Mandaokar y col., 2003; Mandaokar y col., 
2006; Cheng y col., 2009; Mandaokar y Browse, 2009; Yoshida y col., 2009; Qi y col., 2011; 
Song y col., 2011). Por otra parte, las proteínas EIN3 y EIL1 que son FT de respuesta a 
ET, interaccionan con los represores JAZ y regulan el desarrollo de pelos radiculares y los 
mecanismos de defensa frente a hongos necrotrofos inducidos por JA y ET (Zhu y col., 
2011).
Además de estas dianas directas de los represores JAZ, se han descrito numerosos 
FTs de distintas familias que modulan las respuestas a JA. Entre ellos están FTs de las 
familias ERF/AP2, WRKY, b-ZIP, NAC y ARF cuya relación directa con las proteínas JAZ no 
se ha demostrado hasta el momento y, por lo tanto, actúan como moduladores secundarios 
de las respuestas a la hormona (Lorenzo y col., 2003; Li y col., 2004; McGrath y col., 2005; 
Nagpal y col., 2005;  Yang y col., 2005; Zheng y col., 2006; Mao y col., 2007; Bu y col., 
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2008; Pre y col., 2008; Tabata y col., 2010; Zander y col., 2010; Zarei y col., 2011).
Todos estos FT se unen a varias secuencias cis que se han identificado en los 
promotores de genes regulados por JA. La caja G y el motivo GCC son los elementos 
de respuesta a JA más conocidos y mejor caracterizados. La caja G es reconocida por la 
proteína MYC2 y otros bHLH y se encuentra en promotores de genes de defensa frente a 
patógenos, de respuesta frente a insectos y a herida, de estrés hídrico, de fotosíntesis, de 
producción de alcaloides, ... (Abe y col., 2003; Guerineau y col., 2003; Boter y col., 2004; 
Yadav y col., 2005; Chini y col., 2007; Dombrech y col., 2007; Bilgin y col., 2010, Godoy 
y col., 2011). Además, la caja G participa en la regulación de genes no relacionados con 
JA, regulados por GAs y fitocromos (revisado en Casal y Yanovsky, 2005 y Castillon y col., 
2007). La caja G se ha identificado tanto en promotores de genes de Arabidopsis como de 
tomate, patata, tabaco y Cantharantus roseus (Kim y col., 1993; Boter y col., 2004; Xu y 
Timko, 2004; Vom Endt y col., 2007; De Boer y col., 2011; Shoji y Hashimoto, 2011). 
El motivo GCC es un elemento de respuesta a JA y ET (Ohme-Takagi y Shinshi, 
1995; Menke y col., 1999; Fujimoto y col., 2000; Brown y col., 2003). En Arabidopsis el 
motivo GCC aparece en genes como PDF1.2 que se inducen en respuesta a patógenos 
necrotrófos donde JA y ET actúan de forma sinérgica (Penninckx y col., 1998). Este 
motivo es una diana de regulación para FT de la familia ERF/AP2 como ERF1 y ORA59 
(Zarei y col., 2009; Godoy y col., 2011).  Además de la caja G y el motivo GCC, otras 
secuencias minoritarias como el elemento TGACG o las secuencias JASE (del inglés 
“JASMONATE-RESPONSIVE ELEMENT) JASE1 (5´-CGTCAATGAA-3´) y JASE2 
(5´-CATACGTCGTCAA-3´) se han propuesto como elementos cis regulados por JA. Sin 
embargo, su relevancia real en las respuestas a la hormona y su dependencia de COI1 
todavía se desconocen (Kim y col., 1993; Rouster y col., 1997; He y Gan, 2001, revisado 
en Memelink, 2009). 
1.4.3. Los represores JAZ.
El descubrimiento de los represores JAZ (del inglés “JASMONATE ZIM-DOMAIN 
genes”) en tres publicaciones simultáneas supuso el hallazgo del eslabón perdido que 
conectaba a COI1 con MYC2 (Chini y col., 2007; Thines y col., 2007; Yan y col., 2007). En 
primer lugar, Chini y col. (2007) demostraron que la mutación dominante jai3-1 provocaba 
un cambio en el “splicing” del gen JAI3/JAZ3 eliminando sus dos últimos exones (JAZ3∆C). 
Tanto las plantas jai3-1 mutantes como las que expresaban ectópicamente la proteína 
truncada JAZ3∆C presentaban insensibilidad a JA en la inhibición del crecimiento de la 
raíz. En segundo lugar, la comparación de perfiles de expresión génica en tejidos de 
estambres permitió la identificación de 8 genes inducibles por JA a tiempos muy cortos y 
pertenecientes a una nueva familia génica (Thines y col., 2007). Por último, estudios de 
expresión génica en respuesta a herida en plantas mutantes para el gen aos1 llevaron a 
la identificación de una forma truncada del gen JAZ10 denominada JAS1, cuya expresión 
en plantas transgénicas confería insensibilidad a JA (Yan y col., 2007). Además, los dos 
primeros trabajos demostraron que los represores JAZ eran dianas directas de SCFCOI1 
que se degradaban por el proteasoma en respuesta a la hormona (Chini y col., 2007 y 
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Thines y col., 2007).
Los represores de la familia JAZ pertenecen a la superfamilia TIFY (Vanholme 
y col., 2007; Bai y col., 2011). Esta familia génica es específica de plantas e incluye a 
representantes presentes en plantas superiores y en los musgos pero no en las algas 
verdes. La familia TIFY se caracteriza por poseer un dominio de 36 aminoácidos altamente 
conservados llamado inicialmente ZIM y renombrado posteriormente como TIFY (Vanholme 
y col., 2007; Bai y col., 2011). Dentro de este dominio, la región más conservada está 
constituida por 6 aminoácidos que forman el motivo TIFY. El dominio ZIM/TIFY está 
localizado en la parte N-terminal de las proteínas JAZ y es un dominio de interacción 
proteína-proteína que media la formación de homo- y heterómeros entre los represores 
JAZ (Chini y col., 2009;  Chung y Howe, 2009). En la familia TIFY además de los JAZ, se 
incluyen las proteínas PEAPOD (PPD), las proteínas ZIM1 y ZML (del inglés “ZIM-LIKE”) y 
las proteínas TIFY. Tanto la proteína ZIM1 como PPD1 y PPD2 se han relacionado con la 
regulación de procesos de desarrollo (Shikata y col., 2004; White,  2006). 
Los represores JAZ se diferencian de otros miembros de la familia TIFY por poseer 
otra secuencia altamente conservada de 22 aminoácidos situada en su parte C-terminal 
denominada dominio Jas (Chini y col., 2007; Thines y col., 2007; Yan et al., 2007). El 
dominio Jas es el responsable de la unión de los represores JAZ a COI1 en presencia de 
JA-Ile (Thines y col., 2007; Katsir y col., 2008; Melotto y col., 2008; Yan y col., 2009, Fonseca 
y col., 2009a). Mutaciones en residuos conservados del dominio Jas que están cargados 
positivamente (R223 y K224 en JAZ9 o R205 y R206 en JAZ1) inhiben la interacción COI/
JAZ (Melotto y col., 2008). La interacción COI1-JAZ mediada por la hormona provoca la 
ubiquitinación y posterior degradación de los represores por el proteasoma (Chini y col., 
2007; Thines y col., 2007). En este sentido, los derivados truncados JAZ∆JAS que carecen 
del dominio Jas son resistentes a la degradación y provocan insensibilidad a la hormona 
(Thines y col., 2007; Katsir y col., 2008; Melotto y col., 2008; Yan y col., 2009, Fonseca y 
col., 2009a). 
La estructura del cristal COI1-ASK1-JAZ  ha confirmado que COI1 y los represores 
JAZ son co-receptores de la hormona (Sheard y col., 2010). Las LRRS (del inglés “Leucine 
Rich Repeats”) de COI1 forman una estructura tridimensional a modo de herradura que da 
lugar a una cavidad que será la zona de unión a JA-Ile. En este bolsillo de unión los residuos 
aminoacídicos predominantes son de alto peso molecular y están cargados positivamente. 
Tales residuos permiten el establecimiento de uniones específicas con el ligando y, por 
tanto, son cruciales para la interacción COI/hormona (Melotto y col., 2008; Sheard y col., 
2010). El dominio Jas de los represores se pliega formando una estructura bipartita que 
contiene una región de giro seguida de una hélice α. Esta conformación permite a los JAZ 
situarse en la parte superior del bolsillo de unión de COI1 para interaccionar de modo 
simultáneo con esta y con el ligando. La resolución de la estructura cristalina también reveló 
la existencia de un cuarto elemento, el inositol-pentakisfosfato (InsP5), que funciona como 
un cofactor que facilita la interacción COI/JAZ/hormona (Sheard y col., 2010; Mosblech y 
col., 2011). 
El dominio Jas es también el responsable de la unión de las proteínas JAZ al FT 
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MYC2 y de su efecto represor sobre este (Chini y col., 2007; Melotto y col; 2008; Chini y 
col., 2009; Chung y Howe., 2009; Chung y col., 2010). La unión de MYC2 a los represores 
ocurre a través del dominio N-terminal del FT (Chini y col., 2007; Fernández-Calvo y 
col., 2011). Las mutaciones sobre residuos del dominio Jas cargados positivamente que 
eliminan la interacción COI/JAZ no afectan a la unión JAZ/MYC2 (Melotto y col., 2008). Por 
lo tanto, las superficies de interacción del dominio Jas con COI y MYC2 deben ser distintas. 
Además del FT MYC2, recientemente se han descrito otras proteínas que interaccionan 
con los represores JAZ a través del dominio Jas, como son las bHLH MYC3, MYC4 y AtAIB, 
TT8, GL3 y EGL3, varios FT de la  familia MYB (MYB21, MYB24, MYB75 y TT1) y el FT 
EIN3 (esta tesis y Fernández-Calvo y col., 2011; Qi y col., 2011; Song y col., 2011; Zhu et 
al., 2011).
Recientemente, se ha demostrado que la proteína DELLA RGA interacciona con 
el represor JAZ1 previniendo su interacción con el FT MYC2 (Hou y col., 2010). De esta 
forma, las proteínas DELLA, que son los represores de la ruta de señalización de GAs, 
provocan una atenuación de la represión de las proteínas JAZ sobre el FT MYC2 (Hou 
y col., 2010). Esto explica que mutaciones en los genes DELLA provocan alteraciones 
tanto en la expresión génica en respuesta a JA como en la activación de defensas frente 
a patógenos biotrófos y necrotrófos (Navarro y col., 2008). El efecto de las  proteínas 
DELLA sobre los represores JAZ es recíproco ya que, en presencia de proteínas JAZ, el 
efecto represor de las proteínas DELLA sobre sus FT diana, las proteínas PIF (del inglés 
“PHYTOCROME INTERACTING FACTOR”), es menor (Yao y col., 2011). 
A nivel transcripcional se ha demostrado que todos los genes JAZ ,a excepción de 
JAZ11, se inducen en respuesta a herbívoros y a herida a nivel local y sistémico (Chung y 
col., 2008; Koo y col., 2009). Los represores JAZ son dianas transcripcionales de MYC2. 
De este modo, debido a que MYC2 activa la transcripción de sus represores, se genera 
un mecanismo de retroalimentación negativa que reprime a MYC2 y apaga la señal de JA. 
Además de la formas completas, se expresan formas truncadas de los represores 
JAZ (JAZ∆JAS), que carecen del dominio Jas y que se generan por “splicing” alternativo de 
un intrón altamente conservado en los genes JAZ (Chung y Howe, 2009; Chung y col., 2010). 
Puesto que mutaciones en el dominio TIFY que afectan a la capacidad de dimerización, 
tambien eliminan el fenotipo dominante negativo de insensibilidad a la hormona de las 
formas JAZ∆JAS, se ha sugerido que estas formas truncadas podrían secuestrar a las 
completas y establecer dímeros inactivos (Chini y col., 2009; Chung y Howe, 2009; Chung 
y col., 2010; revisado en Fonseca y col., 2009b).
Las proteínas JAZ son, por lo tanto, un elemento dual en la señalización de JA. Por 
una parte, actúan como represores del FT MYC2 (y otros) regulando en modo negativo 
las respuestas a la hormona, y por otra, funcionan como co-receptores de la señal. El 
descubrimiento de los represores JAZ ha supuesto un gran avance en el conocimiento 
de la señalización de JA ya que ha establecido la conexión entre la percepción del JA por 
COI1 y su acción transcripcional mediada por AtMYC2 y otros FTs. 
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1.4.4. Los co-represores: NINJA y TOPLESS.
La búsqueda de proteínas que interaccionan con los represores JAZ a través de 
experimentos de purificación en tándem de proteínas marcadas con epítopos (JAZ1) y 
de escrutinios de librerías de ADNc de Arabidopsis empleando ensayos de dos híbridos 
de levadura (JAZ2 y JAZ3) permitió la identificación de NINJA (del inglés “NOVEL 
INTERACTOR OF JAZ”; Pauwels y col., 2010). La proteína NINJA está relacionada con 
la familia de proteínas AFP (del inglés “ABI-FIVE BINDING PROTEIN”) de Arabidopsis, 
que poseen tres dominios denominados A, B y C en su secuencia aminoacídica (Garcia y 
col., 2008). Los genes de la familia AFP se inducen por ABA. Sin embargo, el gen NINJA 
se induce por MeJA. La proteína NINJA interacciona con todos los JAZ excepto JAZ7 y 
JAZ8, y además se une a otras proteínas de la familia TIFY como PPD1, PPD2 y TIFY8 
y a proteínas bHLH similares a MYC2. La interacción NINJA/JAZ se establece entre el 
dominio C de la proteína NINJA y el dominio TIFY de las proteínas JAZ. La proteína NINJA 
es nuclear y su estabilidad no se ve afectada por la aplicación exógena de JA. Los análisis 
fenotípicos y de expresión génica en líneas transgénicas de ganancia y pérdida de función 
del gen NINJA indican que es un regulador negativo de la señalización de JA. 
Por otra parte, además de las proteínas ya descritas, NINJA interacciona también 
con TOPLESS (TPL) y proteínas relacionadas con TOPLESS (TPR), TPR2 y TPR3, que 
son co-represores de tipo Groucho/Tup1 (Geerinck y col., 2010; Pauwels y col., 2010). La 
proteína TPL se describió inicialmente como un co-represor de la respuesta a auxinas 
que interacciona con los represores AUX/IAA a través del motivo EAR presente en estas 
proteínas (Long y col., 2002; Long y col., 2006; Szemenyei y col., 2008). De manera 
análoga, la proteína NINJA posee un dominio EAR responsable de su interacción con TPL 
(Pauwels y col., 2010). En definitiva, la proteína NINJA participa en la regulación negativa 
de la señalización de JA porque funciona como un adaptador que conecta a los represores 
JAZ con los co-represores generales TPL-TPR. Se ha sugerido que el efecto represor de 
TPL podría deberse a modificaciones en los niveles de acetilación de la cromatina. En 
este sentido, se ha demostrado que la deacetilasa de histona 19 (HDA19) es un supresor 
del fenotipo de TPL en el desarrollo embrionario (Long y col., 2006). Por otra parte, se ha 
descrito la interacción de HDA6 con COI1 (Devoto y col., 2002). Ambas proteínas, HDA6 y 
HDA19, se han relacionado con la modulación de la expresión génica y las respuestas de 
defensa dependientes de JA (Zhou y col., 2005; Wu y col., 2008).
1.4.5. Otros elementos reguladores de la señalización.
Además de los elementos principales hasta aquí descritos, existen otros factores 
que participan en la modulación de la señalización de JA en Arabidopsis. En experimentos 
con inhibidores de MAPK (estaurosporina) y proteín fosfatasas (ácido okadaico) se 
ha demostrado que las cascadas de proteín kinasas regulan negativamente la ruta de 
señalización de JA (Rojo y col., 1998). Las kinasas moduladoras podrían ser MKK3-MAPK6, 
ya que ambas tienen un papel en la inhibición del crecimiento de la raíz y la expresión de 
genes dependientes de JA. El JA activaría a MAPK6 de modo dependiente de MKK3 y 
ambas reprimirían la acción transcripcional de MYC2 (Takahashi y col., 2007). Además 
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también se ha comprobado, mediante estudios en líneas de pérdida y ganancia de función, 
que la fosfatasa AP2C1 participa en la regulación de la respuesta a daño mediada por JA 
(Schweighofer y col., 2007; revisado en Schweighofer y Meskiene, 2008). Los mutantes 
ap2c1 tienen niveles elevados de JA y PDF1.2 en respuesta a daño, mientras que, las 
líneas transgénicas 35S:AP2C1 presentan más susceptibilidad a hongos necrotrofos y 
menores niveles de ET.  En Nicotiana y Solanum se ha descrito la participación de las 
proteín kinasas WIPK (proteín kinasa activada por daño) y SIPK (proteín kinasa activada por 
SA) en las respuestas a daño mecánico y a herbívoros. Ambas kinasas están implicadas en 
la activación de los primeros pasos enzimáticos de la síntesis de JA frente a dichos factores 
de estrés (Seo y col., 2007; Kallenbach y col., 2010; revisado en Bonaventure y Baldwin, 
2010). 
1.4.6. Modelo de la señalización de JA.
La identificación de los componentes descritos en párrafos anteriores ha permitido 
proponer un modelo funcional de la ruta de señalización de JA. 
Genes  
de inducción temprana  
por JA 
Genes  
de inducción temprana  
por JA 
- JA-Ile + JA-Ile 
Figura 1.5. Módulo de señalización de JA.
En ausencia de la hormona, JA-Ile, el FT MYC2 permanece reprimido por acción de los re-
presores JAZ que a través de la proteína adaptadora NINJA se unen al co-represor gene-
ral TPL/TPR. En presencia del estímulo hormonal, las proteínas JAZ son ubiquitinadas por 
COI y degradadas por el proteasoma. En esta situación, el FT MYC2 queda libre de la repre-
sión ejercida por TPL/TPR y  puede ejercer su función transcripcional activando la expre-
sión de sus genes diana e iniciando la respuesta a JA. (Adaptado de Pauwels y col., 2010).
En condiciones basales, los represores JAZ se unen al FT MYC2 e impiden su actividad. En 
esta represión participan los co-represores generales TPL y TPR que se unen a las proteínas 
JAZ a través de NINJA. En presencia de la hormona, las proteínas JAZ interaccionan 
con SCFCO1 formando el complejo receptor. Esta interacción provoca la ubiquitinación y 
degradación por el proteasoma de los represores JAZ, lo que libera a MYC2 del complejo 
co-represor JAZ-NINJA-TOPLESS. Una vez libre, MYC2 activa la expresión de sus genes 
diana y, por lo tanto, inicia la reprogramación transcripcional de la célula en respuesta a JA. 
Entre los genes inducidos por MYC2 se encuentran los JAZ. De este modo, al recuperarse 
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el nivel de proteínas JAZ se vuelve a restablecer el módulo represor JAZ-NINJA-TOPLESS 
que apaga a MYC2 y la cascada de señalización hormonal. Por lo tanto, en las respuestas a 
JA opera un mecanismo de retroalimentación negativa que ayuda a eliminar la señalización 
cuando ha cesado el estímulo (Figura 1.5).
1.5. Antecedentes.
 En el momento en que se inició este trabajo se conocían tan sólo dos de los 
elementos que constituyen el módulo central de la señalización de JA, COI1 y MYC2 (Xie 
y col., 1998; Devoto y col., 2002; Boter y col., 2004; Lorenzo y col., 2004). Además, se 
sabía que el FT MYC2 jugaba un papel esencial en la reprogramación transcripcional en 
respuesta a la hormona y que el FT ERF1 regulaba la expresión de genes de defensa que 
dependen de JA y ET. Sin embargo, a pesar de la importancia crucial del FT MYC2 en la 
señalización de JA, los alelos mutantes para este gen ni afectan a todas las respuestas 
reguladas por JA (p. ej. la fertilidad) ni muestran la misma intensidad de respuesta que 
las plantas mutantes coi1 (p. ej. en la inhibición del crecimiento de raíz en presencia de 
JA o la susceptibilidad frente a hongos). Esta observación unida al descubrimiento de los 
represores JAZ en 2007 (Chini y col., 2007, Thines y col., 2007; Yang y col., 2007) llevó al 
planteamiento de los objetivos de esta tesis que se describen a continuación. 
INTRODUCCIÓN

51
2.  OBJETIVOS
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 El objetivo general de este trabajo es contribuir a la caracterización de la ruta de 
señalización del ácido jasmónico en plantas, que forma parte de los sistemas hormonales 
de defensa y de desarrollo vegetal. Para ello, se ha planteado la identificación de 
genes funcionalmente redundantes con MYC2, un importante regulador positivo de las 
respuestas a la hormona, y que, en el momento de iniciar este trabajo, era el único factor 
de transcripción conocido como componente de la ruta de señalización de JA. En relación 
con este objetivo genérico se han planteado los siguientes objetivos específicos:
1. Identificación y caracterización de nuevos factores de transcripción diana de los 
represores JAZ. 
2. Análisis de genes filogenéticamente próximos a MYC2 y que comparten patrones de 
expresión similares: caracterización funcional del gen AtAIB.
3. Búsqueda y caracterización de mutaciones que incrementan el fenotipo de insensibilidad 
a JA de jin1-2 (alelo mutante de MYC2).
OBJETIVOS
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3.  RESULTADOS
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3.1. Los FTs de tipo bHLH MYC3 y MYC4 son dianas de los represores 
JAZ y cooperan con MYC2 en la activación de las respuestas a JA
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3.1.1. Identificación de nuevas dianas de los represores JAZ.
En ensayos de dos híbridos en levaduras usando como proteínas cebo JAZ2 y 
JAZ3 (realizados previamente en el laboratorio por J.M. Chico y G. Fernández-Barbero) se 
identificaron un total de 60 clones positivos para la interacción. La secuenciación de los 
mismos reveló que aproximadamente un 20% de ellos correspondían a MYC2, confirmando 
resultados anteriores (Chini y col., 2007; Melotto y col., 2008; Chini y col., 2009). Entre los 
clones restantes se pudieron identificar dos nuevos candidatos a ser dianas directas de 
los represores JAZ, los factores de transcripción MYC3 y MYC4. Ambos FTs son, junto 
con At5g46830, las proteínas filogenéticamente más cercanas a MYC2 en el genoma de 
Arabidopsis thaliana (Figura 3.1). 
Figura 3.1. Árbol filogenético de proteínas relacionadas con MYC2 en Arabidopsis y otras espe-
cies vegetales.
Árbol filogenético construido mediante el método de Máxima Parsimonia que muestra la relación evolutiva 
entre  proteínas bHLH relacionadas con  AtMYC2 (17 de Arabidopsis, 1 de  Arroz, 1 de Populus, y 1 de Phys-
comitrella). El alineamiento de las secuencias aminoacídicas se generó con el algoritmo ClustalW usando la 
herramienta en red T-Coffee (http://tcoffee.vital-it.ch) y el árbol se construyó con el programa MEGA4. Los
valores bootstrap que se indican en las ramas están basados en 100 réplicas procedentes de 10.000 ensayos. 
Para comprobar si estas proteínas MYC interaccionaban con otras JAZ y si existía 
especificidad en la interacción, se analizaron todas las posibles combinaciones entre 
los 12 represores JAZ (como cebo) y los 4 FTs MYC (como presa) mediante ensayos 
de dos híbridos en levadura (Figura 3.2). De acuerdo con datos publicados previamente, 
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MYC2 interaccionaba con todos los JAZ excepto JAZ4 y JAZ7 (Figura 3.2, Chini y col., 
2009; Melotto y col., 2008). Asimismo, MYC3 interaccionaba con todas las proteínas JAZ, 
exceptuando a JAZ4, y MYC4 lo hacía con todos los represores JAZ pero muy débilmente 
en el caso de JAZ4. Además de estas diferencias cualitativas, también se observaron 
diferencias cuantitativas relativas a la intensidad de las distintas interacciones (Figura 3.2). 
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Figura 3.2. MYC3 y MYC4 interaccionan con los represores JAZ en 
ensayos de dos híbridos de levadura.
Células de levadura co-transformadas con pDEST22-MYC2, pDEST22-
MYC3, pDEST22-MYC4 o pDEST22-bHLH028 (dominio de activación de 
GAL4) y pDEST32-JAZ1-12 (dominio de unión de GAL4) se seleccionaron 
y crecieron en medio sintético de crecimiento de levadura sin los aminoáci-
dos Leu y Trp (-2), como control de transformación (A) o en medio selectivo 
sin los aminoácidos Ade, His, Leu y Trp (-4), para testar las interacciones 
entre las proteínas (B). Se incluyeron co-trasformaciones de  pDEST22-
MYC2, pDEST22-MYC3, pDEST22-MYC4  y pDEST22-bHLH028 con 
el vector vacío pDEST32 como control  negativo en los experimentos.
Para confirmar que MYC3 y MYC4 eran dianas directas de las proteínas JAZ, 
se realizaron ensayos de interacción proteína-proteína de tipo “Pull-Down” (PD) en 
colaboración con G. Fernández (de nuestro laboratorio). En primer lugar, se generaron 
líneas transgénicas estables en Arabidopsis que expresaban las proteínas MYC3 y MYC4 
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fusionadas al epítopo HA (péptido de la hemaglutinina) o a la proteína fluorescente verde 
(GFP), respectivamente. En los experimentos de PD, proteínas de fusión MBP-JAZ (del 
inglés “maltose binding protein-JAZ”) purificadas se incubaron con extractos de plantas 
transgénicas que expresaban MYC3-HA o MYC4-GFP. Como se muestra en la Figura 
3.3, los resultados eran consistentes con los de los ensayos de dos híbridos en levadura. 
MYC3 y MYC4 podían ser capturados por la mayoría de proteínas MBP-JAZ y, una vez 
más, se apreciaban diferencias cuantitativas y cualitativas en la interacción entre MYC2, 
MYC3 y MYC4 con las diferentes proteínas JAZ (Figura 3.3 y Chini y col., 2009).
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Figura 3.3. MYC3 y MYC4 interaccionan con los represores JAZ en experi-
mentos de Pull-Down.
Inmunoblots para la detección de proteínas presa MYC3-HA con el anti-
cuerpo anti-HA (A) y MYC4-GFP con anticuerpo anti-GFP (B), después 
de experimentos de pull-down donde extractos de plantas de Arabidopsis 
35S:MYC3-HA (M3), 35S:MYC4-GFP (M4) o Col-0 (C) se incubaron con pro-
teínas recombinantes purificadas MBP-JAZ1-12. Las muestras rotuladas 
como “Input” muestran el nivel de expresión de las proteínas MYC3-HA y 
MYC4-GFP en las plantas transgénicas y control, mientras que la tinción Coo-
massie indica la cantidad de proteínas recombinantes MBP-JAZ usadas (las 
dobles bandas corresponden a productos de degradación de dichas fusiones). 
A pesar de ser la proteína filogenéticamente más cercana a MYC2, bHLH028 
(At5g46830) no se identificó en los escrutinios realizados (ni en dos híbridos en levadura, 
ni en experimentos de purificación en tándem de proteínas en protoplastos de A. thaliana, 
ver más adelante). Consecuentemente, al probar la interacción directa de esta proteína 
con los represores JAZ mediante ensayos de dos híbridos de levadura (Figura 3.2) y por 
PD (no mostrado) no se detectó interacción alguna.
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Para confirmar también la posible interacción de MYC3 y MYC4 con los represores 
JAZ en planta se realizaron experimentos en células en cultivo de Arabidopsis (PSB-D) 
que consistieron en la purificación en tándem de proteínas marcadas con un epítopo (“TAP 
tagging”) usando MYC2, 3 y 4 como cebos. A partir de las secuencias codificantes completas 
de MYC2, MYC3 y MYC4 clonadas en un vector de entrada, se generaron líneas estables 
de protoplastos de Arabidopsis que expresaban las proteínas de interés fusionadas en sus 
extremos N o C terminal al epítopo GS (dos dominios de unión a IgG de la proteína G + dos 
sitios de corte de TEV + un péptido de unión a estreptavidina). Los experimentos de “TAP-
tagging” que se describen a lo largo de este trabajo se llevaron a cabo en colaboración con 
el Dr. Geert de Jaeger (VIB, Gante). Como era de esperar para una diana directa de los 
represores JAZ (Chini y col., 2007), MYC2-TAP permitió la co-purificación de algunas de 
estas proteínas, como JAZ2, JAZ11 y JAZ12 (Tabla 3.1 y Apéndice Tabla 8.1A). Además, 
en los complejos proteicos formados por  MYC2-TAP se pudo identificar a NINJA, que se 
ha descrito como una proteína adaptadora entre los represores JAZ y los co-represores 
de tipo TOPLESS (TPL) y proteínas relacionadas con TPL (TPR) (Pauwels y col., 2010). 
Estos datos indicaban que MYC2 podía formar complejos in vivo con los represores JAZ 
y NINJA como se había propuesto con anterioridad (Chini y col., 2007; Pauwels y col., 
2010). Más interesante fue la presencia de MYC3-TAP y MYC4-TAP (usados como cebos) 
en complejos donde estaban también presentes NINJA y las proteínas JAZ2 y JAZ12 en 
el caso de MYC3, y JAZ2, JAZ11 y JAZ12 en el caso de MYC4 (Tabla 3.1). Estos datos 
demostraban que ambos FTs, MYC3 y MYC4, de manera semejante a MYC2, pueden 
formar complejos con los represores JAZ y NINJA in vivo y, por lo tanto, participan en 
los módulos de señalización de JA en la planta. Por otra parte, en estos experimentos 
de purificación de proteínas se identificó a MYC3 como interactor de MYC2 y de MYC4, 
y a MYC4 como interactor de MYC3, de modo que estas tres proteínas podrían formar 
heterodímeros in vivo (Tabla 3.1 y  Apéndice Tabla 8.1A).  
MYC4 MYC3 MYC2 JAZ3 JAZ5 
JAZ2 3 4 2   2 
JAZ3       2   
JAZ5         4 
JAZ11 4   1     
JAZ12 4 4 3   4 
MYC4 4 2       
MYC3 4 4 3 1 2 
MYC2     3     
NINJA 4 4 3 2 4 
TPR1/ 
TOPLESS       1 2 
TPR2         1 
TPR3         1 
Tabla 3.1. Proteínas que interaccionan con 
las proteínas MYC y JAZ en “TAP-tagging”. 
En la columna de la izquierda se señalan 
las proteínas que copurificaron con los FTs 
MYC2-, MYC3- y MYC4-TAP y con los re-
presores JAZ3- y JAZ5-TAP expresadas en 
células en cultivo de A. thaliana (PSB-D) en 
los distintos experimentos de “TAP-tagging”. 
Los números en la tabla indican el número de 
positivos para cada interacción (combinación 
cebo/presa) en 4 experimentos independien-
tes de TAP, excepto para el caso de JAZ3-TAP 
donde sólo se  realizaron dos experimentos. 
Como método alternativo para buscar dianas de los represores JAZ, se realizaron 
purificaciones en tándem de proteínas usando a JAZ3 y JAZ5 como cebos. De acuerdo 
con resultados previos (Chini y col., 2009; Pauwels y col., 2010), ambas proteínas co-
purificaron en complejos donde también estaban presentes NINJA, otros JAZs, TPL y 
TPRs, confirmando que JAZ3 y JAZ5 forman parte de módulos de señalización de JA 
in vivo (Tabla 3.1, Apéndice Tabla 8.1A). Además, en los ensayos con ambos cebos se 
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identificó a MYC3, lo que refuerza la idea de que la interacción de los represores JAZ con 
este FT ocurre en células de Arabidopsis (Tabla 3.1 y  Apéndice Tabla 8.1A).  
En varios experimentos de “TAP-tagging” se han detectado péptidos correspondientes 
a MYC2 (en concreto cuando se han usado JAZ3, JAZ5, MYC3 o MYC4 como cebos). Sin 
embargo, su nivel no era estadísticamente significativo.  Esto indica que o bien la expresión 
endógena de MYC2 o bien la acumulación de la proteína MYC2 deben ser muy bajas en 
las células PSB-D de Arabidopsis empleadas en estos ensayos. Un análisis mediante 
Q-PCR de los tránscritos de genes JAZ y MYC en células PSB-D confirmó esta hipótesis 
(Figura 3.4). Como se muestra en la figura, las proteínas JAZ que se han identificado en 
los experimentos de “TAP-tagging” corresponden a los productos de los genes que se 
expresan a niveles más altos.
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Figura 3.4. Niveles de expresión de los genes JAZ y MYC2 en las 
células PSB-D.
RT-PCR cuantitativa para la expresión de los genes JAZ1 a 12 y del 
gen MYC2 en células en suspensión de Arabidopsis de la línea PSB-D 
empleados en los ensayos de purificación en tándem de proteínas mar-
cadas con epítopos. Las columnas muestran los niveles de expresión 
de cada gen analizado respecto a su control interno. Se muestran los 
datos de tres replicados técnicos correspondientes a una réplica bio-
lógica (resultados similares se han obtenido a partir de una segunda 
réplica biológica).
3.1.2. El dominio de interacción de las proteínas MYC con los represores JAZ: 
dominio JID.
Para caracterizar en profundidad el dominio presente en las proteínas MYC 
responsable de su interacción con los represores JAZ, se realizaron ensayos de dos híbridos 
en levadura usando, por una parte, la proteína completa MYC2 o varios derivados truncados 
(fusionados al dominio de activación de GAL4), y por otra, JAZ1 o JAZ3 (fusionados al 
dominio de unión a ADN de GAL4). Como se muestra en la Figura 3.5A, la proteína MYC2 
completa y los derivados que incluían la parte N-terminal interaccionaban con JAZ1 y JAZ3, 
mientras que, los derivados que carecían de esa región N-terminal perdían la capacidad 
de interaccionar con ambos JAZ. El fragmento mínimo de MYC2 analizado contenía tres 
regiones conservadas que también se conservaban en MYC3 y MYC4: el dominio de 
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activación (negro), y dos dominios conservados adicionales representados en gris con 
barras negras verticales u horizontales (Figura 3.5 y Figura 3.6). 
AD
JA
Z
1
JA
Z
3
BD
MYC21-623
MYC2ΔC1-333
MYC2ΔN181-623
MYC2N1-204
MYC2-mid166-444
MYC2Nt55-204
A
JA
Z
1
JA
Z
2
JA
Z
3
JA
Z
5
JA
Z
6
JA
Z
8
JA
Z
9
JA
Z
10
JA
Z
11
JA
Z
12
c
o
n
tr
o
l
AD
BD
MYC2-D93-160
MYC3-D82-141
MYC2-D55-99
MYC3-D44-87
B
bHLH
bHLH
Figura 3.5. Identificación del dominio presente en las proteínas MYC responsable de la interacción con 
los represores JAZ: dominio JID.
(A) Interacción de la proteína completa MYC2 y sus derivados truncados con JAZ1 y JAZ3. Células de le-
vadura co-transformadas con pGBKT7-JAZ1 o pGBKT7-JAZ3 (dominio de unión de GAL4) y pGADT7-
MYC2 o  sus derivados truncados (dominio de activación de GAL4) se seleccionaron y crecieron en medio 
selectivo carente de Ade, His, Leu y Trp (-4) para testar las interacciones entre las proteínas. Los diferen-
tes dominios de las proteínas MYC se representan en (A) y (B) como sigue: dominios conservados entre las 
proteínas MYC en gris con rayas verticales y horizontales, dominio de activación en negro y motivo bHLH. 
(B)  Interacción de diferentes fragmentos N-terminales de MYC2 y MYC3 con las proteínas JAZ que interaccionaban 
con MYC2 (JAZ1, 2, 3, 5 ,6, 8, 9, 10, 11 y 12). Células de levadura co-transformadas con los derivados N-terminales 
de ambas proteínas (MYC2 y 3) en pGBKT7 y  las proteínas JAZs en pGADT7 se seleccionaron y crecieron en medio 
selectivo sin  Ade, His, Leu y Trp (-4) para testar las interacciones entre las proteínas. Como controles negativos 
se incluyeron las interacciones de los derivados pGBKT7-MYC2 y pGBKT7-MYC3  con el vector vacío pGADT7.
Estos dos dominios conservados se analizaron por separado utilizando los 
fragmentos MYC2-D93-160 y MYC2-D55-99 fusionados al dominio de unión al ADN de GAL4 
(Figura 3.5B) y los represores JAZ que interaccionan con la proteína MYC2 completa 
(todos excepto JAZ4 y JAZ7) fusionados al dominio de activación de GAL4. Los resultados 
demostraron que la región MYC2-D93-160 era suficiente para la interacción con la mayoría de 
los JAZ, mientras que el resto de dominios conservados eran dispensables. Se comprobó 
asimismo si este dominio era responsable de la unión de otras proteínas MYC a las 
proteínas JAZ. Para ello se estudió la interacción del dominio conservado correspondiente 
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en MYC3  con los JAZ, MYC3-D82-141, y se confirmó de nuevo que esta región era suficiente 
para la unión de MYC3 a la mayoría de los represores JAZ (Figura 3.5B).
 El dominio de interacción identificado para los JAZ está conservado entre las 
proteínas MYC de muchas especies vegetales, y el grado de conservación es muy elevado 
en el caso de MYC2, MYC3 y MYC4. Empleando la secuencia de este dominio y el motor 
de búsqueda BLAST, se han identificado otras proteínas MYC que contienen este motivo 
y que representan nuevos candidatos a ser diana de los represores JAZ (Figura 3.6). En 
el apartado RESULTADOS 3.2 se describe el análisis funcional de una de estas proteínas, 
bHLH017/AtAIB, que constituye otro nuevo regulador de algunas respuestas a JA. 
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Figura 3.6. Alineamiento del dominio JID de proteínas relacionadas con MYC2 en diferentes especies. 
(A) Secuencias alineadas del dominio de interacción con los JAZ (dominio JID) presente en la pro-
teínas MYC2, 3, 4 y At5g46830 de Arabidopsis thaliana, y sus parientes cercanas de arroz 
(NM_001072010), Populus (XM_002329476.1) y Physcomitrella patens (XM_001765109). El alineamien-
to se realizó con T-Coffe (http://tcoffee.vital-it.ch) mediante el algoritmo ClustalW. Los asteriscos seña-
lan residuos conservados y los puntos aminoácidos pertenecientes al mismo grupo funcional. El cam-
bio no conservativo (G/K) en la secuencia de At5g46830 se indica con un cuadrado y un asterisco rojos.
(B) Secuencias del dominio JID de varias proteínas bHLH de Aradopsis thaliana: MYC2, MYC3, MYC4,At5g46830 
(BHLH028), At5g41315 (GL3), At1g63650 (EGL3), At4g09820 (TT8), At1g01260 (BHLH013), At2g46510 (AtAIB) 
and At4g16430 (BHLH003). El alineamiento de secuencias se realizó como en el apartado (A).
3.1.3. Homo- y hetero-dimerización entre los FTs MYC.
Los experimentos de purificación en tándem de proteínas marcadas con un epítopo 
sugerían la posibilidad de que MYC2, MYC3 y MYC4 pudiesen dimerizar in vivo. Para 
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comprobar esta hipótesis, se expresaron transitoriamente las tres proteínas en hojas 
de Nicotiana benthamiana y se ensayaron todas las posibles combinaciones entre ellas 
mediante experimentos de co-inmunoprecipitación (CoIP). En consonancia con los 
ensayos de “TAP-tagging” previos, este nuevo análisis demostró que MYC2, MYC3 y 
MYC4 podían formar homo- y heterodímeros, y ninguno de ellos interaccionaba con la 
proteína filogenéticamente cercana de tipo bHLH AtAIB (Figura 3.7). 
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Figura 3.7. Homo- y heterodimerización entre las proteínas MYC in planta.
Inmunoblots de las proteínas co-inmunoprecipitadas MYC2-HA, MYC3-HA y 
MYC4-HA (Co-IP; panel superior), inmunoprecipitadas MYC2-GFP, MYC3-GFP 
y  MYC4-GFP (IP; panel inferior) y de los extractos proteicos crudos (“INPUT” 
HA; panel intermedio) obtenidos a partir de ensayos de expresión transitoria 
en hojas de N. benthamiana. La inmunoprecipitación se realizó empleando la 
matriz anti-GFP y las proteínas co-inmunoprecipitadas se detectaron con un an-
ticuerpo anti-HA. Los niveles de expresión de las proteínas fusionadas al epíto-
po HA (“INPUT”) en los extractos proteicos totales se determinaron mediante 
incubación con el anticuerpo anti-HA. Como control negativo de la interacción 
se usó la proteína bHLH ATAIB (cercana filogenéticamente a MYC2, calle nº3) 
y como control para el nivel de fondo de las interacciones se empleó el vector 
vacío que expresa GFP (calle nº5). Los asteriscos en el panel inferior indican 
el peso molecular de cada una de las proteínas ensayadas. El marcador de 
peso molecular de proteínas se muestra en el margen izquierdo de cada panel.
3.1.4. Especificidad de unión a ADN de MYC3 y MYC4.
La interacción de MYC3 y MYC4 con los represores JAZ in vitro e in vivo y su 
heterodimerización con MYC2, sugerían que estos tres FTs podían compartir funciones 
redundantes. Con el fin de estudiar la redundancia de las tres proteínas, en primer lugar, 
se generaron líneas transgénicas estables en Arabidopsis que expresaban las proteínas 
MYC3 y MYC4 fusionadas a la proteína fluorescente verde GFP. El análisis de estas líneas 
mediante microscopia confocal confirmó in vivo la localización nuclear predicha para 
ambos FTs. Al igual que MYC2 (Lorenzo y col., 2004), MYC3 y MYC4  eran proteínas 
nucleares (Figura 3.8). 
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Figura 3.8. MYC3 y MYC4 son proteínas nucleares.
Detección de fluorescencia emitida por las proteínas nu-
cleares MYC4-GFP y MYC3-GFP en las raíces de plán-
tulas transgénicas de Arabidopsis 35S:MYC4-GFP (pa-
neles superiores) y 35S:MYC3-GFP (paneles inferiores). 
En los paneles de la  izquierda se muestran las imáge-
nes superpuestas tomadas con luz UV y visible que per-
miten la co-localización de la fluorescencia debida a la 
GFP con los núcleos de las raíces (paneles a la derecha). 
En segundo lugar, se construyeron proteínas recombinantes MBP-MYC (del inglés 
“maltose binding protein-MYC”) usando las secuencias codificantes  completas de MYC3 y 
MYC4 y se analizó la especificidad de unión a ADN de ambos FTs y se comparó con la de 
MYC2, caracterizada previamente (Godoy y col., 2011). Empleando un microordenamiento 
(“microarray”) de ADN para la hibridación de proteínas desarrollado en el servicio de 
genómica del Centro Nacional de Biotecnología (Protein-Binding-Microaray11; PBM11; 
Godoy y col., 2011) se determinó el motivo consenso de unión a ADN de MYC3 y MYC4. 
El “microarray” PBM11 contiene todas las posibles combinaciones de 11 oligonucleótidos 
de doble cadena (~4.2 millones de secuencias) combinadas en ~240,000 oligonucleótidos. 
Cada uno de las proteínas fusionada a MBP se hibridó con el “microarray” PBM11, y el 
resultado de la unión específica del FT a su sitio de unión al ADN fue detectado con un 
anticuerpo contra la proteína MBP. En la Figura 3.9, se muestran las secuencias consenso 
de unión a DNA para MYC3 y MYC4. Ambas secuencias representan la caja G, y son muy 
semejantes a las determinadas previamente para MYC2 (Godoy y col., 2011), incluso en 
sus preferencias de nucleótidos en los extremos  5´y 3´ (Figura 3.9A y 3.9B). Se llevó a cabo 
asimismo un análisis de “E-scores”, que reflejan la afinidad de unión de las tres proteínas 
MYC para todas las posibles variantes de la caja G generadas al reemplazar cada uno de 
los nucleótidos de la secuencia canónica por las tres bases restantes. En este estudio se 
observó que los E-scores más altos se obtuvieron con los elementos G, T/G, “G-like”, G/A 
y G/C que indicaban que las proteínas analizadas mostraban también afinidades de unión 
similares. Sin embargo, mientras que MYC2 y MYC3 eran indistinguibles, MYC4 presentaba 
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menor afinidad por las variantes de la caja G (Figura 3.9C). Estos resultados sugerían 
que MYC2 y MYC3, que tenían especificidades de unión al DNA casi idénticas, tendrían 
igualmente dianas muy semejantes in vivo. Por el contrario, MYC4 aunque mostraba 
una afinidad de unión muy parecida a las otras dos proteínas MYC, podría reconocer un 
espectro de genes diana un poco diferentes in vivo, al menos en su conformación como 
homodímero MYC4/MYC4.
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Figura 3.9. Identificación in vitro de los motivos de unión a ADN de MYC2, MYC3 y MYC4. 
(A) Matriz de pesos vs. posición de los 8 oligonucleótidos de mayor puntua-
ción correspondientes a MYC2, MYC3 y MYC4. Las tres proteínas mues-
tran elevada afinidad de unión por el elemento canónico de la caja G (CACGTG).
 (B) Puntuaciones enriquecidas (E-scores) para todas las posibles variantes del motivo caja G 
de 8 oligonucleótidos para las tres proteínas MYC testadas. MYC2, 3 y 4 muestran preferen-
cias de unión similares para las variaciones de nucleótidos en los extremos 5´y 3´de la caja G.
 (C) Box-plot de los valores E-scores para las variantes de la caja G incluyendo mutaciones 
puntuales y/o cajas E (CANNTG, 2 cambios). Los cuadrados representan los cuartiles 25% al 
75%  y la línea negra dentro de ellos representa la mediana de la distribución de los valores 
(cuartil 50%). Las barras indican los valores que están por encima de los cuartiles 1 al 25%  y 
por debajo de los cuartiles 75 al 100% . Los puntos hacen referencia a valores fuera de la dis-
tribución. Cuadrados azules=MYC2, cuadrados amarillos=MYC3 y cuadrados verdes=MYC4. 
3.1.5. Patrones de expresión de MYC3 y MYC4.
Para comprender mejor la función de MYC3 y MYC4, se llevó a cabo un estudio de 
patrones de expresión de los dos FTs en distintos estadíos de desarrollo y en respuesta a 
JA. Para ello, se generaron líneas transgénicas estables en A. thaliana que expresaban el 
gen reportador GUS (β–glucuronidasa) bajo el control de los promotores de MYC3 o MYC4. 
Ambos genes mostraban un alto nivel de  expresión en partes aéreas de plántulas jóvenes 
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(Figura 3.10A y 3.10E). La expresión de MYC3 se podía observar en todos los tejidos de los 
hipocótilos, cotiledones y hojas, mientras que MYC4 aparecía preferentemente asociado 
a la vasculatura. De igual manera, los dos se expresaban en las raíces en desarrollo 
(Figuras 3.10B y 3.10F), pero de nuevo, la expresión de MYC4 se restringía a los tejidos 
vasculares. En las raíces jóvenes MYC3 y MYC4 se expresaban muy débilmente (Figuras 
3.10C y 3.10G).  En planta adulta (Figuras 3.10D y 3.10H), la tinción GUS se observaba en 
la mayoría de los órganos de la planta, incluyendo tallos, silicuas, flores y hojas jóvenes. 
No se detectó inducción de GUS o cambios en el patrón de expresión en presencia de JA 
(a concentración 50 µM y tiempos de 1, 3, 8, 12 o 24 horas). 
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Figura 3.10. Patrones de expresión tisular de MYC3 y MYC4.
Detección histoquímica de la actividad GUS en plantas  transgénicas de  A. thaliana: plántulas de 
6 días post-germinación (A-C, E-G) o plantas adultas de 4 semanas (D, H), que expresaban el 
gen reportero GUS bajo el control del promotor de MYC3 (pMYC3:GUS) o MYC4 (pMYC4:GUS). 
La actividad ß-glucuronidasa se midió entre 3 y 12 horas después de la tinción.
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El análisis por PCR cuantitativa de la expresión de MYC3 y MYC4 en respuesta a 
JA confirmó que estos dos genes se inducían muy débilmente en respuesta a la hormona 
(Figura 3.11). 
Figura 3.11. Inducción de la expresión de 
MYC3 y MYC4  dependiente de JA.
Análisis por RT-PCR cuantitativa de la induc-
ción dependiente de JA de los genes MYC2, 
MYC3 y MYC4 en plántulas WT (Col-0) 8 
días post-germinación. Las muestras fueron 
tratadas con JA a concentración  50 µM  y se 
analizó la expresión de los genes al cabo de 
1, 6 y 24 horas  tras  la aplicación de la hor-
mona.  Las medidas (tres réplicas técnicas) 
representan el nivel medio de expresión de 
cada gen ± SD expresado como el ratio entre 
los niveles de expresión en las muestras tra-
tadas frente a las muestras control. El nivel de 
cada gen es relativo al del gen de la ACTINA8. 
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Estos patrones de expresión analizados mediante tinción GUS eran consistentes 
con los datos de “microarrays” disponibles en bases públicas (www.genevestigator.com; 
Figura 3.12).
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Figura 3.12. Patrones de expresión tisular de 
MYC2, MYC3 y MYC4 a partir de datos in silico.
Comparación de los niveles de expresión de 
MYC2, MYC3 y MYC4 en distintos tejidos y 
estadios de desarrollo en Arabidopsis thalia-
na (datos de “microarrays” de Genevestigator, 
www.genevestigator.com). Los patrones de ex-
presión tisular de MYC3 y MYC4, destacados 
con cuadrados negros, coincidían con los da-
tos experimentales mostrados en este trabajo.
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3.1.6. Caracterización fenotípica de los mutantes myc3 y myc4.
Los resultados obtenidos sugerían que MYC3 y MYC4 podrían jugar un papel en 
la regulación de las respuestas a JA. Para testar esta hipótesis se obtuvieron mutantes 
de inserción de ADN-T para ambos genes (a partir de stocks de Gabi-Kat; www.gabi-kat.
de), se seleccionaron plantas homocigotas para el gen mutante y se comprobó por RT-
PCR la pérdida de expresión del gen correspondiente en sendas líneas (Figura 3.13). A 
partir de los mutantes sencillos se generaron mutantes dobles (entre ellos dos y de cada 
uno de ellos con myc2) y triples (ambos genes en combinación con myc2) y se analizó la 
respuesta a JA de todos ellos. Se estudiaron varias respuestas reguladas por JA como 
son, expresión génica dependiente de JA, inhibición del crecimiento de raíz provocada 
por JA y defensa frente a insectos y patógenos bacterianos. Las mutaciones en myc3 y 
myc4 afectaron en diferentes grados todas las respuestas analizadas, a continuación se 
describen con detalle cada uno de los estudios llevados a cabo.
myc4 Col-0 myc2 - myc4 Col-0 myc2 -
myc3 Col-0 myc2 - myc3 Col-0 myc2 -
MYC4
ACT8
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Figura 3.13. Expresión de los genes MYC3 y MYC4 en fondos genéti-
cos myc3 y myc4.
RT-PCR para la expresión de los genes MYC3 y MYC4 en plan-
tas silvestres (WT, Col0) y mutantes myc3 y myc4 (líneas homocigo-
tas para la inserción de ADN-T). Las plántulas de Arabidopsis creci-
das en medio Jonhson + Pi 1mM fueron tratadas con JA 50 µM o con 
DMF (control)  durante 1 h a los 8 días post-germinación. Los genes 
MYC3 y MYC4 se amplificaron usando cebadores específicos de am-
bos genes situados a 1Kb de distancia. El gen de la ACTINA8 se usó 
como control de expresión y carga de ARN en las distintas muestras.
3.1.6.1. Expresión génica dependiente de JA.
Se analizaron marcadores de expresión génica dependientes de JA en plántulas 
silvestres y mutantes de 8 días post-germinación mediante PCR cuantitativa. Se escogieron 
tres genes que se inducen a distintos tiempos en respuesta a tratamiento con JA: JAZ10 
(temprano), VSP2 (intermedio) y PDF1.2 (tardío). Como se muestra en la Figura 3.14, los 
mutantes sencillos myc3 y myc4 presentaban efectos menores en la inducción de JAZ10, 
RESULTADOS
VSP2 y PDF1.2. El análisis de los dobles y triples mutantes reveló, sin embargo, que cada 
uno de los FTs MYC tenía un efecto aditivo en la inducción de JAZ10 y VSP2, haciendo 
que los triples mutantes fuesen casi tan defectivos en la expresión de estos genes en 
respuesta a JA como coi1-1 (un mutante de pérdida de función del correceptor de JA que 
muestra insensibilidad completa a la hormona). Por el contrario, la inducción de PDF1.2 
dependiente de JA no parecía estar alterada significativamente en los triples mutantes. 
Por lo tanto, estos resultados indican que MYC3 y MYC4 contribuyen a la activación de 
la respuesta génica dependiente de JA, y en particular, afectan a los genes que están 
regulados positivamente por MYC2 (Lorenzo y col., 2004). 
Figura 3.14. Efecto de los mutantes myc en 
la inducción de genes marcadores de JA.
RT-PCR cuantitativa de la expresión de JAZ10 
(1h tratamiento con JA 50 µM; A), VSP2 (6h tra-
tamiento con JA 50 µM; B) y PDF1.2 (24h tra-
tamiento con JA 50 µM; C) en plantas mutantes 
y silvestres (Col-0) de 7 días post-germinación. 
Las medidas (3 réplicas técnicas) representan 
el nivel medio de expresión ± SD de los tres 
genes en plantas tratadas (JA) y control (Basal) 
relativizado al nivel de Col-0 basal. El nivel de 
expresión de cada gen se relativizó, a su vez, 
al nivel del gen de la ACTINA8 (control inter-
no). Los asteriscos muestran el nivel de signifi-
cación estadística comparado con Col-0 (test t 
de Student,  P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). 
Los rótulos en el eje horizontal corresponden a: 
WT:Col-0, 2:myc2, 3:myc3, 4:myc4, 2 3:myc2 
myc3, 2 4:myc2 myc4, 3 4:myc3 myc4, 2 3 4 a: 
myc2 myc3 myc4 a, 2 3 4 b: myc2 myc3 myc4 b. 
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El mutante sencillo myc3 mostraba un aumento en la inducción por JA de VSP2 y 
de PDF1.2 que recordaba al efecto negativo de myc2 en la expresión de PDF1.2 (Figura 
3.14B, 3.14C  y Lorenzo y col., 2004). Este efecto podría sugerir que MYC3 es un represor 
de PDF1.2  y VSP2,  al igual que MYC2 podría serlo de PDF1.2. Sin embargo, el análisis 
de los triples mutantes descarta esta posibilidad, al menos en el caso de VSP2, porque el 
triple mutante myc2 myc3 myc4 muestra una expresión menor de VSP2 que, por ejemplo, 
el doble mutante myc2 myc4.
Estudios de expresión génica por PCR cuantitativa de estos tres genes MYC en los 
fondos mutantes myc mostraron sólo ligeras variaciones en cada fondo genético mutante. 
Este dato indicaba que el fuerte incremento de expresión en PDF1.2 y VSP2 en los 
mutantes sencillos myc2 y myc3 no debería ser consecuencia de compensaciones en la 
expresión de otros genes MYCs en cada fondo mutante (Figura 3.15). En cualquier caso, si 
este efecto pudiera deberse a un aumento compensatorio de la actividad de los otros dos 
MYCs, por ejemplo, favoreciendo combinaciones particulares de dímeros, o si influyese en 
la expresión de otros MYCs todavía no identificados, necesita un estudio más exhaustivo.
Figura 3.15. Expresión de los genes MYC en los fondos genéticos mutantes myc.
Se analizó la expresión de MYC2, MYC3 y MYC4 en plantas WT (Col-0) y mutantes myc2, myc3 y myc4  por RT-PCR 
cuantitativa. Las plantas analizadas se crecieron en medio control y el tejido se recogió a los 8 días post-germinación. 
Las medidas (3 réplicas técnicas) representan el nivel medio de expresión de cada gen relativo al de la ACTINA8 y 
normalizado a los valores del WT (Col-0). Las barras de error indican la SD y los asteriscos muestran la significación 
estadística de cada medida en comparación al valor de Col-0 (test t de Student, * P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001).
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3.1.6.2. Inhibición del crecimiento de raíz mediada por JA.
De acuerdo con los bajos niveles de expresión de MYC3 y MYC4 en las raíces 
jóvenes (Figuras 3.10 y 3.12), pero en contraste con el efecto llamativo de estos dos genes 
en la expresión génica dependiente de JA en plántulas, los mutante sencillos myc3 y myc4 
y/o el doble mutante myc3 myc4 no mostraron ninguna alteración en el fenotipo de inhibición 
del crecimiento de raíz en presencia de JA en comparación con las plantas silvestres (Col-
0) (Figura 3.16). A pesar de ello, el doble mutante myc2 myc3 y también el triple myc2 
myc3 myc4 presentaron una menor reducción del crecimiento de raíz inducida por JA que 
el mutante sencillo myc2. Por lo tanto, MYC3 y MYC4 también contribuyen a este fenotipo 
dependiente de JA. Sin embargo, la contribución de ambos genes es pequeña puesto que 
el triple mutante es todavía mucho más sensible a la hormona que coi1-1. 
RESULTADOS
Estos resultados indican que MYC2 tiene un papel predominante en la activación de las 
respuestas a JA en la raíz, mientras que, MYC3 y MYC4 sólo participan débilmente en los 
fenotipos de raíz asociados a la hormona. Esto es consistente con la expresión preferencial 
de MYC2 en los tejidos radiculares (Figura 3.12). Por lo tanto, se espera que otros FTs, 
además de MYC2 contribuyan a la regulación de las respuestas a JA en raíz. En este 
contexto, y como se describe anteriormente, se han identificado otras proteínas bHLH, 
que poseen el dominio de interacción con los represores JAZ, y que podrían ser buenos 
candidatos para explicar los fenotipos de raíz (Figura 3.6). 
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Figura 3.16. Efecto de los mutantes myc en la inhibición de crecimiento 
de raíz por JA.
Ensayo de inhibición de crecimiento de la raíz en plántulas de A. thaliana, 8 
días post-germinación, WT (Col-0), coi1-1 y mutantes sencillos, dobles y tri-
ples para myc2, myc3  y myc4  crecidas en presencia de JA 50 µM, coronatina 
0,5 µM o medio control (Johnson). Los resultados muestran la media ± SD de 
las medidas de 30 plántulas. Los asteriscos indican la significación estadística 
entre los dobles y triples mutantes y myc2 (ANOVA de una vía, * P< 0.05, ** 
P< 0.01, *** P< 0.001). 
3.1.6.3. Análisis de respuestas de defensa dependientes de JA.
El contraste entre el fuerte efecto de los mutantes myc3 y myc4 en los estudios de 
expresión génica y su débil efecto en la inhibición del crecimiento de raíz coincidía con la 
baja expresión de MYC3 y MYC4 en las raíces jóvenes. Por lo tanto, se decidió estudiar 
respuestas de defensa dependientes de JA que afectan a los tejidos aéreos donde ambos 
genes se expresan a niveles mayores. Como un ejemplo de resistencia mediada por JA, 
se analizó la respuesta frente a herbívoros generalistas, en concreto, frente a Spodoptera 
littoralis. Como ejemplo de susceptibilidad mediada por JA se estudió la infección por el 
patógeno bacteriano hemibiotrofo Pseudomonas syringae pv tomato DC3000.
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En los ensayos con S. littoralis, realizados en colaboración con F. Schweizer y P. 
Reymond (UNIL, Lausanne), las plantas mutantes myc2 mostraron siempre un modesto 
incremento en la susceptibilidad a las larvas del insecto (Figura 3.17). Este dato concordaba 
con la baja expresión de MYC2 en los tejidos aéreos (Figura 3.12). Sin embargo, los 
mutantes sencillos myc3 y myc4 mostraron una resistencia comprometida frente al insecto 
y cada uno de ellos presentaba un fenotipo más acusado que el de los mutantes myc2 
(Figura 3.17). Por otra parte, el doble mutante myc3 myc4 y los triples tenían un fenotipo 
aditivo, y en el caso del triple mutante las plantas eran tan susceptibles a S. littoralis como 
coi1-1. Estos resultados coincidían perfectamente con los análisis de expresión tisular e 
indicaban que cada uno de los tres FTs MYC contribuía de manera aditiva en la activación 
de las defensas dependientes de JA frente al insecto con un papel predominante de MYC3 
y MYC4.
Figura 3.17. Susceptibilidad de los mutantes myc a un herbívoro generalista.
Larvas recién nacidas de S. littoralis se depositaron simultáneamente en cada genotipo 
testado. A los siete días, se pesaron las larvas supervivientes que se habían alimentado 
del tejido vegetal. Las columnas de la gráfica representan la media ± SE del peso de 
las larvas y el número de larvas usadas en cada experimento se indica en el interior 
de cada columna. Los asteriscos señalan las diferencias estadísticamente significati-
vas en comparación con Col-0 (test t de Student, * P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001).
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RESULTADOS
Se estudió también la respuesta de los mutantes a la infección con la bacteria P. 
syringae pv tomato DC3000. Este patógeno bacteriano activa la ruta de JA en la planta 
infectada promoviendo una respuesta de susceptibilidad (Feys y col., 1994; Kloek y col., 
2001; Laurie-Berry y col., 2006). De acuerdo con publicaciones anteriores (Feys y col., 
1994; Kloek y col., 2001; Laurie-Berry y col., 2006), los mutantes insensibles a JA como 
coi1-1 y myc2 mostraron mayor resistencia a la bacteria tanto en términos de crecimiento 
bacteriano como de síntomas en las hojas de las plantas infectadas. Además, el grado 
de resistencia correlacionaba con su grado de insensibilidad a la hormona (Figuras 3.18A 
y 3.18B). Los mutantes sencillos myc3 y myc4 presentaban mayor resistencia que las 
plantas silvestres de manera semejante a myc2. Como en el caso del insecto, el análisis 
de los mutantes dobles y triples demostró un efecto aditivo de los tres genes, de modo que, 
las plantas mutantes myc2 myc3 myc4 eran casi tan resistentes a la bacteria como coi1-1 
(Figuras 18A y 18B). Los ensayos de respuesta a patógenos biotrófos se llevaron a cabo 
en colaboración con S. Giménez en el laboratorio.
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Figura 3.18. Resistencia de los mutantes myc al patógeno bacteriano hemibiotro-
fo Pto DC3000.
(A) Síntomas de enfermedad en planta Col-0 (WT), myc2 (2), myc3 (3), myc4 
(4), myc2 myc3 (2 3), myc2 myc4 (2 4), myc2 myc3 myc4 a (2 3 4 a), myc2 myc3 
myc4 b (2 3 4 b) y coi1-1 después de inoculación mediante aerosol con la bacte-
ria Pto DC3000 a una concentración de 108 unidades formadoras de colonia ml-1 
(cfu/ml). Las fotografías se tomaron 3 días después de la inoculación. Las ho-
jas muestran síntomas representativvos de tres experimetnos independientes. 
(B) Crecimiento de la bacteria Pto DC3000 en plantas de Arabidopsis WT (C0l-0) y mu-
tantes 2 días después de la inoculación (realizada en las mismas condiciones que en 
A). El contaje de  bacterias se ha expresado como log [unidades formadores de colonia 
cm-2 ] y las columnas muestran el valor medio ± SEM (error estándar de la media) de 
tres réplicas experimentales independientes. Los asteriscos indican la significación es-
tadística en comparación con Col-0 (test t de Student * P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001). 
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Los resultados de respuesta frente a insectos y a patógenos bacterianos indicaron 
que MYC3 y MYC4 tienen un efecto aditivo con MYC2 en la regulación de respuestas de 
defensa que dependen de JA en tejidos aéreos.
3.1.7. Análisis fenotípico de la ganancia de función de MYC3 y MYC4.
Las plantas transgénicas que sobre-expresan MYC2 tienen un fenotipo de 
hipersensibilidad a JA (Figura 3.19; Lorenzo y col., 2004). 
Para estudiar si MYC3 y MYC4, además de  ser necesarios para responder de 
manera apropiada a la hormona, eran suficientes para activar las respuestas a JA, se 
analizó la inhibición del crecimiento de raíz en líneas transgénicas que expresaban MYC3 
o MYC4 de manera ectópica. Se escogió este fenotipo porque como se muestra en la 
Figura 3.10, la expresión de ambos FTs en raíces jóvenes es muy baja, lo que convierte a 
la raíz en un tejido idóneo para caracterizar el efecto de la expresión ectópica de ambos 
genes. Se generaron líneas transgénicas estables de Arabidopsis que expresaban MYC3 
y MYC4 bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CaMV). Como 
se puede observar en la Figura 3.19, en medio control, las líneas 35S:MYC3 presentaban 
una ligera reducción en el crecimiento de la raíz en comparación con el WT (Col-0) que 
recordaba a lo que sucedía con las plantas 35S:MYC2. En presencia de JA o coronatina 
ese fenotipo de las líneas 35S:MYC3 se acentuaba, de forma similar a lo que ocurre en las 
plantas transgénicas 35S:MYC2, aunque menos acusado. La expresión ectópica de MYC4 
no mostró, sin embargo, ninguna diferencia fenotípica con respecto a las plantas WT.
Figura 3.19. La sobre-expersión 
de MYC3 aumenta la respuesta a 
JA en la raíz.
Ensayo de inhibición del crecimien-
to de la raíz en plántulas de 8 días 
días post-germinación de A. thalia-
na WT y líneas transgénicas que 
expresaban constitutivamente MYC2 
(35S:MYC2), MYC3 (35S:MYC3) 
o MYC4 (35S:MYC4) bajo el con-
trol del promotor constitutivo 35S 
del virus del mosaico de la coliflor 
(CaMV). Las plántulas se crecieron 
en placas de medio Johnson suple-
mentadas con JA 50 µM o coronati-
na 0.5 µM y en placas control. Los 
resultados muestran la media ± SD 
de la medida de 30 plántulas. Los 
asteriscos indican la significación 
estadística de las diferencias al com-
parar con Col-0 (test t de Student 
* P< 0.05, ** P< 0.01, *** P< 0.001).
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RESULTADOS
3.1.8. Analisis transcriptómico de los mutantes myc2 myc3 myc4.
Para estudiar el papel de MYC2, MYC3 y MYC4 en la regulación de la expresión 
de genes de respuesta a JA se llevó a cabo un análisis transcriptómico usando 
“microarrays” de Arabidopsis (Agilent). Esta técnica permitió la monitorización simultánea 
de 43.803 oligonucleótidos correspondientes a 29.047 secuencias en el genoma (nuclear, 
cloroplástico y mitocondrial) de Arabidopsis. Puesto que el interés principal de este estudio 
transcriptómico era aclarar la participación de los tres FTs en las respuestas reguladas por JA, 
se analizaron plántulas de 8 días post-germinación tratadas con la hormona a concentración 
50 µM durante 6 horas correspondientes a tres réplicas biológicas de los genotipos triple 
mutante myc2 myc3 myc4 (líneas a y b) y WT (Col-0). A partir del análisis conjunto de las 
tres réplicas biológicas se obtuvieron los ratios de expresión relativa myc2 myc3 myc4 
vs. Col-0 para cada uno de los genes representados en el “microarray” analizado (total 
29.047 genes), así como los valores de probabilidad asociados a cada valor de expresión 
diferencial. Se consideraron genes con expresión significativamente aumentada en la línea 
myc2 myc3 myc4 con respecto a Col-0, aquellos con un ratio de intensidad (“LogRatio”) 
superior a 1,5 y un valor de probabilidad ajustada (FDR, Rank Products) inferior a 0,05. De 
forma análoga, la expresión de genes con un ratio de intensidades inferiores a -1,5 y FDR 
inferior a 0,05 se consideró significativamente disminuida  en myc2 myc3 myc4 respecto 
a Col-0. En la comparación myc2 myc3 myc4 con Col-0 la expresión de 422 genes varía 
de manera significativa, 127 se expresan a mayor nivel en el triple mutante que en Col-0 y 
295 en menor nivel (Figura 3.20). 
Figura 3.20. Genes diferencialmente expresados en las plantas mutantes myc2 
myc3 myc4 con respecto a la plantas Col-0.
Cuando se compara la expresión génica de plantas mutantes myc2 myc3 myc4 con Col-
0 (log ratio>1,5; FDR<0.05 y log ratio<-1,5; FDR<0.05) después de un tratamiento con 
JA 50 µM durante 6h 422 genes muestran expresión alterada, 127 de ellos se expresan 
a mayor nivel y 295 a menor nivel que en las plantas WT.
  Nº genes 
Comparación Cambian 
myc2 myc3 myc4 vs. Col0 422 127 295 
Entre los genes cuya expresión está reducida en las plantas myc2 myc3 myc4 con 
respecto a las plantas Col-0 se encuentran diversos grupos de genes cuya expresión se 
regula por JA (Figura 3.21). De hecho, aproximadamente un 75 % de los genes con menor 
expresión en el mutante son genes regulados positivamente por la hormona, mientras 
que, el 12% de los genes sobre-expresados en el mutante son genes reprimidos por JA 
(Figura 3.21). Muchos de los genes no representados en este cluster son también genes 
regulados por JA pero a tiempos mas tardíos que los caracterizados en los experimentos de 
“microarrays” disponibles, como por ejemplo las defensinas (PDFs). Entre estos genes se 
encuentran, en primer lugar, genes de respuesta temprana a la hormona que participan en 
la ruta de síntesis de JA como por ejemplo LOX2 y AOC1. En segundo lugar, componentes 
de la ruta de señalización como varios genes JAZ (JAZ 5, 7, 8  y 10). En tercer lugar, 
efectores de la ruta de JA como VSP1 y 2, JR1, TAT3, GRX480 y MYB113. En los triples 
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mutantes también están afectados varios componentes esenciales de los sistemas de 
defensa vegetal como son los inhibidores de poligalacturonasas (PGIP1 y 2) y varios 
enzimas de los sistemas de síntesis de gluco- y glicosinolatos implicados en defensa frente 
a hongos y herbívoros (CYP79F1, F2, B2 y B3 y MAM1). De hecho, los triples mutantes 
son totalmente defectivos en la síntesis de estos compuestos (comunicación personal P. 
Reymond) lo que sugiere que los FT MYC2, MYC3 y MYC4 son reguladores clave en la 
síntesis y metabolismo de glucosinolatos. 
Figura 3.21. Los FT MYC2, MYC3 y 
MYC4 son reguladores positivos de la 
expresión génica en respuesta a JA.
El 75 % de genes cuya expresión es 
menor en el triple mutante myc2 myc3 
myc4 que en Col-0 son genes regula-
dos positivamente por JA. Además un 
12% de los genes que se expresan a 
mayor nivel en el triple mutante que en 
Col-0 se reprimen por la hormona (e-
Northerns w. Expression Browser, The 
Bio-Array Resource for Plant Biology, 
http://bar.utoronto.ca/welcome.htm).
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RESULTADOS
Los genes con expresión reducida pueden agruparse en clases funcionales diversas 
(Figura 3.22). 
Figura 3.22. Clases funcionales de los genes con expresión reducida en la 
comparación myc2 myc3 myc4 vs. Col-0. 
Los genes con expresión reducida en el triple mutante con respec-
to a Col-0 pertenecen a clases funcionales diversas entre las que des-
tacan varios procesos y mecanismos que se han relacionado con 
la señalización por JA (en amarillo, http://david.abcc.ncifcrf.gov/).
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Por un lado, los genes de inducción temprana pertenecen a las clases funcionales 
directamente relacionadas con la síntesis, metabolismo y señalización de JA y oxilipinas. 
Por otro, los genes de inducción tardía, que son también dianas secundarias de la hormona, 
se distribuyen en clases funcionales más diversas y participan en mecanismos de defensa 
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y estrés que están mediados por ABA y SA (Figura 3.23). Estos genes ponen de manifiesto 
la interrelación de las tres hormonas, JA, ABA y SA, en la modulación de la expresión 
génica frente a un estímulo de estrés. 
Figura 3.23. Los genes con expresión reducida participan en respuestas de defensa 
y estrés mediadas por JA, ABA y SA. 
% de genes inducidos por diferentes estímulos (JA, ABA, herida, estrés salino, patógenos 
y elicitores bacterianos) entre los genes con expresión reducida en la comparación myc2 
myc3 myc4 vs. Col-0  (rojo) y en el conjunto del genoma (rojo pálido). % de genes reprimi-
dos entre los genes con expresión reducida en la comparación myc2 myc3 myc4 vs. Col-0 
(verde) y en el conjunto del genoma (verde pálido) (http://bar.utoronto.ca/welcome.htm). 
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Del mismo modo en el conjunto de genes que presentan mayor expresión en el 
triple mutante myc2 myc3 myc4 que en Col0 se distinguen clases funcionales relacionadas 
con la regulación de la transcripción y la respuesta a estímulos (Figura 3.24). Entre las 
respuestas reguladas por estos genes se encuentran mecanismos de defensa y estrés 
mediados por JA que están afectados por la señalización de ABA y SA. 
Las proteínas MYC2, MYC3 y MYC4 se unen a la caja G (CACGTG) como se ha 
demostrado a lo largo de este trabajo y con anterioridad (Abe y col., 2003; Boter y col., 
2004; Dombrecht y col., 2007; Chini y col., 2007; Godoy y col., 2011). Por lo tanto, se 
analizó la representación de este motivo en las regiones promotoras próximas (1Kb desde 
el ATG) a los genes diferencialmente expresados en la comparación myc2 myc3 myc4 vs. 
Col-0. Como se puede observar en la Tabla 3.2, en el conjunto de genes con expresión 
reducida en el triple mutante comparado con el WT el motivo G aparece significativamente 
sobre-representado (p valor < 2.14 E-14). Además de la caja G, el motivo GCC presente 
en genes de respuesta a JA involucrados en defensa, también aparece representado en 
los promotores de este grupo de genes. Estos datos son consistentes con la participación 
de MYC2, MYC3 y MYC4 en la regulación de genes de respuesta a JA.
RESULTADOS
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Figura 3.24. Clases funcionales y respuestas en las que participan los genes con mayor expre-
sión en el triple mutante que en Col-0. 
El conjunto de genes con expresión aumentada en el triple mutante con respecto a Col-0 pertenece 
mayoritariamente a la clase funcional relacionada con la regulación de la transcripción (A). % de genes 
inducidos por diferentes estímulos (JA, ABA, herida, estrés salino, patógenos y elicitores bacterianos) 
entre los genes con expresión aumentada en la comparación myc2 myc3 myc4 vs. Col-0  (rojo) y en el 
conjunto del genoma (rojo pálido). % de genes reprimidos entre los genes con expresión aumentada 
en la comparación myc2 myc3 myc4 vs. Col-0  (verde) y en el conjunto del genoma (B) (verde pálido) 
(http://bar.utoronto.ca/welcome.htm).
Tabla 3.2. La caja G y el elemento GCC aparecen re-
presentados en los genes con expresión reducida en 
el triple mutante myc2 myc3 myc4 vs. Col-0.
La caja G, que es un elemento de respuesta a JA, apa-
rece significativamente sobre-representada (Distr. Bino-
mial, p < 2,43021E-14), en los promotores de los genes 
cuya expresión es menor en las plantas mutantes myc2 
myc3 myc4 que en las silvestres Col-0. Asimismo, el ele-
mento GCC que regula genes de defensa a patógenos 
está también presente en las regiones promotoras de es-
tos genes, (http://bioinfogp.cnb.csic.es/transplanta_dev/)
Elemento trans Elemento cis de 
unión 
bHLH/bZIP 
ERF/AP2 
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3.2. AtAIB, bHLH003 y bHLH013 son dianas de los represores JAZ 
y modulan respuestas a JA
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Como se describe anteriormente (Figura 3.6), empleando la secuencia del dominio 
JID (JAZ-Interaction-Domain) y el motor de búsqueda BLAST, se han identificado otras 
proteínas MYC que contienen este motivo además de MYC2, MYC3 y MYC4. Estas proteínas 
son, por tanto, nuevos candidatos a ser dianas de los represores JAZ y reguladores de 
respuestas a JA. Uno de los genes candidatos, bHLH017/AtAIB (Li y col., 2007), además 
de poseer el dominio JID y de encontrarse filogenéticamente próximo a MYC2, 3 y 4 (rama 
del árbol en la Figura 3.1 que incluye a las proteínas bHLH003, 013 y 017), se co-regula 
con MYC2 en su expresión frente a diferentes estímulos (Figura 3.25) y en diferentes 
tejidos (ver más adelante Figura 3.40 B). Por otra parte, se ha caracterizado a AtAIB como 
un regulador positivo de las respuestas a ABA, procesos en los que también se ha descrito 
la participación de MYC2 (Abe y col., 1997; Abe y col., 2003; Adie y col., 2007; Li y col., 
2007). Por estos motivos, se decidió llevar a cabo el estudio funcional del gen AtAIB que 
a continuación se detalla.  
OsmóticoC Sal HeridaCC C CJA ABA
MYC2
AtAIB
Estrés Hormonas
Figura 3.25. AtAIB comparte con MYC2 patrones de expresión génica frente a 
distintos estímulos. 
Los expresión de los genes ATAIB y MYC2 presenta similitudes en su regulación 
frente a JA, ABA y estímulos de estrés relacionados con ambas hormonas (e-Nor-
therns w. Expression Browser, The Bio-Array Resource for Plant Biology, http://bar.
utoronto.ca/welcome.htm).
3.2.1. AtAIB, bHLH003 y bHLH013 son dianas directas de los represores JAZ.
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Figura 3.26. AtAIB interacciona con los represores JAZ en ensayos de dos 
híbridos en levadura. 
Células de levadura co-transformadas con pDEST22-MYC2 o pDEST22-ATAIB 
(presas) y pDEST32-JAZ1-12 (cebos) se seleccionaron y crecieron en medio se-
lectivo de crecimiento de levadura carente de Leu y Trp (-2) como control  de 
transformación o en medio selectivo sin Ade, His, Leu y Trp (-4) para testar las 
interacciones entre proteínas. Como control de las interacciones se empleó la co-
transformación pDEST22-MYC2 or pDEST22-AtAIB con el vector vacío pDEST32. 
RESULTADOS
Puesto que la proteína AtAIB presentaba el dominio JID en su secuencia aminoacídica 
(Figura 3.6), se analizó  su interacción con los represores JAZ mediante ensayos de dos 
híbridos en levadura. En la Figura 3.26 se observa que AtAIB  interaccionaba con las 
proteínas JAZ1, 2, 8, 10 y 12 en levadura, por lo tanto, presenta un patrón de interacción 
con los represores JAZ más restringido que el de MYC2, MYC3 y MYC4 (Figura 3.2), lo 
que sugiere que podría tener mayor especificidad de función. 
Al igual que con MYC3 y MYC4 se comprobó si la interacción de AtAIB con las 
proteínas JAZ ocurría también en planta. Se realizaron experimentos de purificación en 
tándem de proteínas empleando como cebo a la proteína AtAIB. Para ello se generaron 
líneas estables de células en cultivo de Arabidopsis (PSB-D) que expresaban la proteína 
AtAIB fusionada en sus extremos N o C terminal al epítopo GS (dos dominios de unión a 
IgG de la proteína G + dos sitios de corte de TEV + un péptido de unión a estreptavidina). 
AtAIB-TAP se encontró formando parte de complejos proteicos donde también estaban 
presentes varios JAZ, como JAZ2, JAZ3, JAZ11 y JAZ12, y la proteína adaptadora NINJA 
(Tabla 3.3 y Apéndice Tabla 8.1B). 
 
 
Proteínas Identificadas AtAIB  
JAZ2 1 (2 Exp) 
JAZ3 2 (2 Exp) 
JAZ11 2 (2 Exp) 
JAZ12 1 (2 Exp) 
NINJA 1 (2 Exp) 
AtAIB 5 (6 Exp) 
At4g16430 (bHLH003) 5 (6 Exp) 
Tabla 3.3. Proteínas identificadas en experimentos 
de “TAP-tagging” usando AtAIB como cebo.
En la columna de la izquierda se señalan las proteínas 
que co-purificaron con la proteína AtAIB-TAP expresada 
en células en cultivo de A. thaliana (PSB-D) en los dis-
tintos experimentos de “TAP-tagging”. Los números en 
la tabla indican el número de positivos para cada inte-
racción (combinación cebo/presa) en los experimentos 
de TAP independientes que se indican entre paréntesis.
Además, en esos complejos se identificó a otra proteína de tipo MYC, bHLH003, 
filogenéticamente muy cercana a AtAIB. Se generaron construcciones bHLH003-TAP y se 
analizaron las interacciones in vivo de esta proteína (células PSB-D). Se comprobó que 
bHLH003 formaba complejos con bHLH013 (Apéndice Tabla 8.1B). En estos experimentos, 
donde se usó a bHLH003 como cebo, no se encontró a la proteína AtAIB. Para analizar 
el espectro de interacciones entre AtAIB, bHLH003 y bHLH013 se construyeron, por un 
lado líneas transgénicas estables en Arabidopsis que expresaban AtAIB y bHLH003 
fusionadas a HA, y por otro, proteínas recombinantes de tipo MBP-AtAIB, MBP-bHLH003 
y MBP-bHLH013. Los experimentos de PD donde se combinaron los extractos de plantas 
transgénicas con las proteínas fusionadas a MBP expresadas y purificadas en E. coli 
confirmaron los datos de “TAP-tagging” ya que, AtAIB, bHLH003 y bHLH013 forman 
heterodímeros entre ellas (Figura 3.27). Además AtAIB y bHLH003 interaccionan también 
formando homodímeros, interacción que todavía no se ha podido confirmar en el caso de 
bHLH013. Por lo tanto, los resultados de experimentos de interacción proteína-proteína 
sugieren que AtAIB, bHLH003 y bHLH013 interaccionan entre sí y forman parte de 
complejos de señalización de JA  in vivo (Tabla 3.3, Figura 3.27). 
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Figura 3.27. AtAIB, bHLH003 y bHLH013 inte-
raccionan entre sí en experimentos de Pull-
Down.
Inmunoblots para la detección de las proteínas 
AtAIB-HA (A) y bHLH003-HA (B) con el anti-
cuerpo anti-HA después de experimentos de 
pull-down donde extractos de plantas de Ara-
bidopsis 35S:AtAIB-HA (AtAIB), 35S:bHLH003-
HA (bHLH003) o Col-0 (C) se incubaron con 
proteínas recombinantes purificadas MBP-
AtAIB, MBP-bHLH003 y MBP-bHLH013. Las 
muestras rotuladas como Input muestran el 
nivel de expresión de las proteínas AtAIB-HA y 
bHLH003-HA en las plantas transgénicas y con-
trol, mientras que, la tinción Coomassie indica 
la cantidad de proteínas recombinantes MBP-
bHLH usadas.
AtAIB, bHLH003 y bHLH013 constituyen una de las ramas del árbol de las proteínas 
filogenéticamente cercanas a MYC2 (Figura 3.1). Al igual que AtAIB, bHLH003 y bHLH013 
poseen un dominio JID de interacción con los represores JAZ (Figura 3.6). Con el fin de 
estudiar si estos dos bHLH interaccionaban con las proteínas JAZ, y con cuales de ellas, se 
llevaron a cabo experimentos de interacción proteína-proteína mediante ensayos de dos 
híbridos de levadura y PD. En los ensayos de dos híbridos de levadura donde se empleó 
a bHLH003 y bHLH013 como cebo se pudo comprobar que bHLH013 interaccionaba con 
la mayoría de las proteínas JAZ excepto JAZ7. Por su parte, bHLH003 mostraba un patrón 
de interacción más reducido con los represores que se restringía a JAZ1, JAZ2, JAZ4, 
JAZ9 y JAZ11 (Figura 3.28). 
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Figura 3.28. bHLH003 y bHLH013 interaccionan con los represores JAZ en ensayos de dos 
híbridos en levadura. 
Células de levadura co-transformadas con pDEST22-bHLH003 (2 paneles superiores) o con pGADT7-
bHLH013 (4 paneles inferiores) (presas) y con las proteínas JAZ1-12 en pDEST32 o pGBKT7 (cebos), 
respectivamente se seleccionaron y crecieron en medio selectivo de crecimiento de levadura carente 
de Leu y Trp (-2) como control  de transformación, o en medio selectivo sin Ade, His, Leu y Trp (-4) 
para testar las interacciones entre proteínas. Como control de las interacciones se empleó la co-
transformación pGADT7bHLH003 o pDEST22-bHLH013 con el vector vacío pGBKT7 o pDEST32
RESULTADOS
Para confirmar los resultados obtenidos con los ensayos de dos híbridos con 
un método alternativo se analizaron las interacciones de la proteína bHLH003 con los 
represores JAZ por PD. Como se puede observar en la Figura 3.29, bHLH003 podía ser 
capturada por la mayoría de las proteínas MBP-JAZ a excepción de JAZ7 y JAZ12 e 
interaccionaba muy débilmente con JAZ8. Por lo tanto, el número de interacciones positivas 
entre bHLH003 y los represores JAZ es mayor en este caso que en los experimentos en 
levaduras. Esto podría ser debido a que la expresión de la proteína bHLH003 o de los 
represores JAZ podría no ser óptima en levaduras. 
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Figura 3.29. bHLH003 interacciona con los represores JAZ en experimentos de 
Pull-Down.
Inmunoblots para la detección de la proteína bHLH003-HA con el anticuerpo anti-HA 
después de experimentos de pull-down donde extractos de plantas de Arabidopsis 
35S:bHLH003-HA (bHLH003) o Col-0 (C) se incubaron con proteínas recombinantes 
purificadas MBP-JAZ1-12. Las muestras rotuladas como Input muestran el nivel de 
expresión de la proteína bHLH003-HA en las plantas transgénicas y control, mientras 
que, la tinción Coomassie indica la cantidad de proteínas recombinantes MBP-JAZ usa-
das (las dobles bandas corresponden a productos de degradación de dichas fusiones). 
Los datos de interacción proteína-proteína sugieren que AtAIB, bHLH003 y 
bHLH013 son dianas de los represores JAZ al igual que las proteínas MYCs analizadas en 
el apartado anterior. Por lo tanto, estos tres bHLHs (AtAIB, bHLH003 y bHLH013) podrían 
constituir un nuevo clúster de FTs que regulen un conjunto específico de respuestas a JA. 
Los experimentos de interacción con las proteínas bHLH003 y bHLH013 se realizaron en 
colaboración con S. Fonseca en el laboratorio.
3.2.2. Caracterización fenotípica de mutantes de pérdida y ganancia de 
función en el gen AtAIB.
Los resultados anteriores sugerían que AtAIB, bHLH003 y bHLH013 podrían estar 
participando en la regulación de las respuestas a ácido jasmónico de manera redundante. 
Para estudiar esta hipótesis se decidió llevar a cabo un análisis fenotípico de alelos mutantes 
de estos genes. Sin embargo, para los genes bHLH003 y bHLH013 no se encontraron 
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mutantes en las colecciones públicas que disminuyesen o anulasen la expresión de estos 
genes (se están obteniendo líneas silenciadas, pero todavía no están disponibles). En el 
caso de AtAIB se obtuvieron mutantes de inserción de ADN-T a partir de stocks de SALK 
(www.salk.edu) y de Gabi-Kat (www.gabi-kat.de) y se seleccionaron plantas homocigotas 
para la inserción. En las distintas líneas se comprobó por RT-PCR la falta de expresión 
del gen AtAIB. En la línea SALK seleccionada la inserción se situaba en la posición 1526 
de la secuencia codificante y permitía la expresión de ARN mensajeros de 1524 pb (no 
mostrado), que al traducirse darían lugar a una proteína con una delección de los últimos 
58 aminoácidos. El análisis fenotípico de este mutante no mostró ninguna alteración en 
las respuestas a JA analizadas (no mostrado), por lo que no estamos seguros de si esta 
delección del extremo C-terminal de la proteína provoca alguna disminución de función, o 
si la falta de defecto fenotípico se debe a redundancia de AtAIB con los otros bHLH (003 
y 013). 
Más curioso fue el caso de las líneas ataib gabi-kat en las que, si bien la inserción 
impedía la expresión del ARNm completo, sin embargo, se expresaba un fragmento 
C-terminal del gen, por la presencia en el vector GABI-KAT de un promotor 35S en el borde 
derecho de la inserción. Este fragmento incluía el dominio bHLH (Figura 3.30) y perdía el 
dominio JID de interacción con los represores JAZ, lo que sugería que pudiera comportarse 
como mutante dominante positivo (activador constitutivo por falta de represión por los 
JAZ) o dominante negativo por interferencia con otros bHLHs. Por  su interés como sobre-
expresión endógena truncada de AtAIB se llevó a cabo la caracterización de las líneas 
ataib. Paralelamente, se analizó el fenotipo de las plantas transgénicas que expresaban el 
gen AtAIB bajo el control del promotor 35S de CaMV (35S:AtAIB), para comprobar si ataib 
podría comportarse como un mutante dominante (positivo o negativo).
ataib Col-0 myc2 - ataib Col-0 myc2 
50 µM JA Control 
- 
1Kb 
100pb 
ATAIB 
ACT8 
ataib Col-0 - 100pb ataib JA 
ATAIB C-terminal 
ACT8 
A 
B 
Figura 3.30. Expresión del gen AtAIB en el fondo genético 
ataib.
RT-PCR para determinar la expresión del gen AtAIB en plan-
tas silvestres (WT, Col0) y mutantes ataib (líneas homocigo-
tas para la inserción de ADN-T). Las plántulas de Arabidopsis 
crecidas en medio Jonhson + Pi 1mM fueron tratadas con JA 
50 µM o con DMF (control)  durante 1 h a los 8 días post-
germinación. El gen AtAIB se amplificó usando cebadores es-
pecíficos a 1Kb de distancia (A), los fragmentos C-terminales 
del gen producidos en el fondo mutante ataib se amplificaron 
con oligonucleótidos específicos en esta región (B). El gen de 
la ACTINA8 se usó como control de expresión y carga de ARN 
en las distintas muestras.
RESULTADOS
3.2.2.1. Análisis transcriptómico de los mutantes ataib y 35S:AtAIB.
Para estudiar el papel de AtAIB en la regulación de la expresión génica en respuesta 
a JA se realizó un análisis transcriptómico mediante “microarrays” de Arabidopsis (Agilent) 
en condiciones basales y después de un tratamiento de 6 horas con JA. Se analizaron 
tanto las sobre-expresiones endógenas del gen truncado (líneas ataib), como las plantas 
transgénicas de Arabidopsis que expresaban ectópicamente AtAIB (35S:AtAIB). En ambos 
casos se compararon con plantas silvestres ecotipo Col-0 (ataib vs. Col-0 y 35S:AtAIB 
vs. Col-0, control y JA). A partir del análisis de tres réplicas biológicas se obtuvieron los 
ratios de expresión relativa para los genes representados en el “microarray” y los valores 
de probabilidad asociados a cada valor de expresión diferencial. Se consideraron genes 
con expresión significativamente aumentada con respecto al control aquellos con un 
ratio de intensidad (“LogRatio”) superior a 1 y un valor de probabilidad ajustada (FDR, 
Rank Products) inferior a 0,05. De forma análoga, la expresión de genes con un ratio de 
intensidades inferiores a -1 y FDR inferior a 0,05 se consideró significativamente disminuida 
respecto a Col-0. Estos experimentos se llevaron a cabo en colaboración con S. Fonseca 
en el laboratorio. 
En ausencia de la hormona, 55 genes se expresaban diferencialmente en las plantas 
ataib con respecto al WT, 50 de ellos tenían expresión reducida y 5 expresión aumentada. 
En la comparación de las plantas silvestres con 35S:AtAIB 153 genes presentaban 
expresión alterada. 96 de ellos se expresaban a menor nivel en las líneas de expresión 
ectópica que en Col-0, mientras que 57 se expresaban más. A pesar de estas diferencias 
en los números de genes que pasaban el umbral estadístico de significación, los patrones 
de genes diferencialmente expresados en las líneas ataib y 35S:AtAIB en condiciones 
basales eran muy similares (Figura 3.31 y 3.32). Esto indicaba que la expresión endógena 
del extremo C-terminal mimetiza el efecto de la sobre-expresión ectópica y, por tanto, 
puede considerarse a ataib como un mutante dominante positivo. Sorprendentemente, 
la mayor parte de los genes con menor expresión en ambas líneas, ataib y 35S:AtAIB, 
eran genes codificados por el genoma del cloroplasto. En concreto 27 y 36 de los 66 
genes cloroplásticos presentes en el “microarray” se expresaban a menor nivel en las 
comparaciones ataib vs. Col-0 y 35S:AtAIB vs. Col-0, respectivamente. Este dato sugería 
que AtAIB podría ser un regulador positivo de la expresión génica en los cloroplastos. 
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Figura 3.31. Clúster de expre-
sión génica en las líneas ataib y 
35S:AtAIB.
Comparación de los patrones de ex-
presión génica para genes reprimidos 
en las plantas ataib y 35S:AtAIB sin 
tratar y después de un tratamiento 
con JA durante 6h. Los clúster se 
realizaron con el programa informá-
tico MultiExperimentViewer v.4.7.4.
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La mayoría de los genes codificados por el genoma de los plastos desaparecían 
de ambas comparaciones cuando las plantas se trataban con JA (Figura 3.31 y 3.32). 
Puesto que no se ha descrito hasta el momento que el JA regule la expresión de genes del 
RESULTADOS
cloroplasto, llevamos a cabo un análisis transcriptómico de la respuesta a JA en plantas 
WT utilizando “microarrays” de Agilent, que incluyen gran parte de los genes codificados 
en los genomas de cloroplasto y mitocondria. 
Figura 3.32. Expresión génica en las lí-
neas ataib y 35S:AtAIB en respuesta a JA. 
Comparación de los patrones de expresión géni-
ca para los genes inducidos en las plantas ataib y 
35S:AtAIB en condiciones basales y tratadas con 
JA 50 µM durante 6 horas (ataib JA, 35S:AtAIB 
JA). Los clúster se realizaron con el progra-
ma informático MultiExperimentViewer v.4.7.4.
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En este sentido, al comparar plantas Col-0 en condiciones basales y tratadas con 
JA se observó que la hormona provoca la represión de la expresión de genes codificados 
por el genoma del cloroplasto que intervienen en distintos procesos que ocurren en dicho 
orgánulo (Apéndice Tabla 8.3). Lo más llamativo es que de los 66 genes codificados por el 
cloroplasto que están presentes en los “microarrays” de Agilent empleados en este estudio, 
65 genes aparecen reprimidos por JA. Además, como ya se ha dicho antes, 36 y 27 genes 
del cloroplasto están presentes entre los genes reprimidos en condiciones basales en ataib 
y 35S:AtAIB, respectivamente, cuando se comparan con Col-0. Esto indica que AtAIB es 
un regulador positivo de una respuesta a la hormona, hasta ahora desconocida. 
Entre los genes codificados por el genoma nuclear que se expresaban a mayor 
nivel en ataib y 35S:AtAIB que en las respectivas plantas silvestres se encontraron de 
forma mayoritaria enzimas implicados en reacciones de oxido-reducción (ej. proteínas de 
tipo transferasas de glutation). Estas proteínas podrían participar en procesos relacionados 
con la fotosíntesis y el daño celular derivado de la desestructuración de los plastos (Figura 
3.32).  
3.2.2.2. Inhibición del crecimiento de raíz mediada por JA.
Para analizar si la función de AtAIB es específica del cloroplasto o es más general se 
analizaron otros fenotipos regulados por la hormona. El paralelismo en el nivel de inducción 
por JA entre AtAIB y MYC2 (Figura 3.25) señalaba a AtAIB como un buen candidato a ser 
funcionalmente redundante con MYC2 en la inhibición del crecimiento de raíz provocada 
por ácido jasmónico. 
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Figura 3.33. Efecto de sobre-expresión endógena (ataib) y ectópica (35S:AtAIB) de AtAIB en la 
inhibición de crecimiento de la raíz provocada por JA.
Ensayo de inhibición del crecimiento de raíz en plántulas de A. thaliana  8 días post-germinación  creci-
das en presencia de JA 50 µM y/o coronatina 0,5 µM en comparación con condiciones control (medio Jo-
hnson). En (A) se muestran los datos de las líneas ataib y dobles mutantes myc2 ataib a y b con respecto 
a los controles WT (Col-0), myc2 y coi1-1 y en (B) los de las líneas 35S:AtAIB en fondos genéticos Col-0 
(35S:AtAIB-1 y 2) y jin1/myc2 (35S:AtAIB-3 y 4) con respecto a los controles  WT (Col-0), myc2 y 35S:MYC2. 
RESULTADOS
Para analizar esta hipótesis se midió la inhibición del crecimiento de la raíz en respuesta a 
JA en las líneas ataib, dobles mutantes myc2 ataib y en las plantas 35S:AtAIB (Figura 3.33). 
Como se puede observar en la Figura 3.33, ni la sobre-expresión endógena del gen (ataib), 
ni los dobles mutantes myc2 ataib (líneas a y b), ni la sobre-expresión ectópica (35S:AtAIB) 
mostraron diferencias estadísticamente significativas en la longitud de sus raíces primarias 
con respecto a los controles Col-0 y myc2 en respuesta a la aplicación de JA y/o coronatina. 
3.2.2.3. Producción de antocianinas en respuesta a JA.
Un fenotipo evidente en las plantas ataib que no aparecía sin embargo en las líneas 
35S:AtAIB era que presentaban una coloración más pálida en las hojas en presencia de JA 
(color rosado en lugar del rojizo típico de acumulación de antocianinas; Figura 3.34). 
Col-0 ataib
JA
 5
0 
µM
Figura 3.34. El mutante ataib 
presenta coloración rosada en 
presencia de JA. 
En placas suplementadas con 
JA 50 µM las plantas mutantes 
para el gen AtAIB muestran una 
coloración rosada muy distinta 
al color marrón-rojizo típico de 
las plantas silvestres que cre-
cen en presencia de la hormona.
La aparición de esta coloración rosada sugería un posible defecto en la acumulación de 
antocianinas. Por ello, se analizó la producción de antocianinas en presencia de JA y 
coronatina. Las antocianinas son pigmentos flavonoides que se sintetizan en las plantas 
en respuesta a diversos tipos de estrés y le dan a las hojas una coloración pardo-rojiza 
muy característica. En condiciones control (sin tratamiento de JA) ninguno de los genotipos 
analizados mostraba diferencias significativas en la acumulación de antocianinas (Figura 
3.36), a excepción de una de las líneas del doble mutante, myc2 ataib a, que presentaba 
mayor nivel de dichos pigmentos. En presencia de JA las plantas WT (Col-0) producían 
antocianinas y el mutante ataib acumulaba una cantidad significativamente mayor de 
pigmentos que el control. Los dobles mutantes myc2 ataib presentaban pequeñas 
diferencias con respecto a myc2, ya que producían una cantidad ligeramente mayor de 
antocianinas que este, significativa en una de las líneas. Cuando se añadía coronatina al 
medio, las plántulas respondían sintetizando el doble de antocianinas que en presencia de 
JA. De nuevo, el mutante ataib acumulaba más pigmentos que Col-0 pero esta diferencia 
no era estadísticamente significativa. En el caso de los dobles mutantes myc2 ataib se 
acentuaba la tendencia ya vista para el tratamiento con JA. myc2 ataib a y b presentaban 
una cantidad de antocianinas significativamente mayor que myc2. En conjunto, estos 
resultados muestran que tanto el mutante sencillo ataib como los dobles mutantes myc2 
ataib presentan niveles levemente aumentados de antocianinas respecto a sus controles y 
sugieren que la proteína AtAIB regula positivamente la acumulación de antocianinas.
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Figura 3.35. Producción de an-
tocianinas en respuesta a JA 
en el mutante ataib.
Medida de antocianinas en plán-
tulas de A. thaliana,  WT (Col-0), 
coi1-1 y mutantes sencillos y do-
bles para los genes myc2 y ataib 
(2, ataib y 2 ataib líneas a y b), 
crecidas durante 10 días en pre-
sencia de JA 50 µM, coronatina 
0,5 µM o en condiciones control. 
El contenido de antocianinas 
totales se analizó por métodos 
espectrofotométricos. Los resul-
tados muestran la media ± SD de 
tres mediciones que incluyeron 
un conjunto de 15 a 20 plántulas. 
Los asteriscos indican la signifi-
cación estadística de la compara-
ción ataib vs. Col-0 y myc2 ataib 
líneas a y b vs. myc2 (test t de 
Student,  * P< 0.05, ** P< 0.01).
3.2.2.4. Cambios en el contenido de clorofilas provocados por JA.
Puesto que la coloración pálida del mutante ataib no era debida a niveles 
reducidos de antocianinas se midieron los niveles de clorofilas en plantas tratadas con 
ácido jasmónico y coronatina. El JA es responsable de la pérdida de clorofilas en plantas 
sometidas a tratamiento con la hormona. En condiciones control (Figura 3.36) no existían 
diferencias significativas en el contenido de clorofilas entre los genotipos analizados. En 
presencia de JA, los niveles de pigmentos fotosintéticos disminuían de manera drástica 
en las plantas WT (Col-0) y en menor medida en myc2. El nivel de clorofilas en coi1-1 
permanecía prácticamente invariable. Por lo tanto, los mutantes insensible a JA (en este 
caso myc2 y coi1-1) pierden menos clorofilas que las plantas silvestres en respuesta a la 
hormona. Sin embargo, en el mutante ataib la pérdida de clorofilas en los tratamientos con 
JA era significativamente más acusada que en el control Col-0, lo que sugiere que AtAIB 
es un regulador positivo de la reducción de clorofilas mediada por JA. Los dobles mutantes 
myc2 ataib mostraban niveles de pigmentos fotosintéticos similares a los encontrados en 
myc2. Las líneas 35S:AtAIB no presentaron alteraciones significativas en el contenido de 
clorofilas con respecto a las plantas Col-0 cuando fueron tratadas con JA. 
Los análisis fenotípicos llevados a cabo sugieren que AtAIB es un regulador positivo 
de algunas respuestas específicas reguladas por JA, como son la expresión de genes del 
cloroplasto y la reducción del contenido de clorofilas y la acumulación de antocianinas. 
RESULTADOS
Figura 3.36. Efecto de las líneas ataib y 35S:AtAIB en la reducción de niveles de clorofilas pro-
vocada JA.
Medida de clorofilas totales (a+b) en plántulas de A. thaliana crecidas durante 10 días en presencia 
de JA 50 µM, coronatina 1 µM o  en condiciones control.  Las clorofilas se extrajeron con acetona al 
70% y se cuantificaron por métodos espectrofotométricos. Los resultados muestran la media ± SD de 
tres mediciones que incluyeron un conjunto de 15 a 20 plántulas. En (A) se muestran las mediciones 
correspondientes a los genotipos WT (Col-0), coi1-1 y mutantes sencillos y dobles para los genes 
myc2 y ataib (2, ataib y 2 ataib líneas a y b) en (B) los valores obtenidos para las plantas 35S:AtAIB 
y los controles WT (Col-0). Los asteriscos indican la significación estadística de la comparación ataib 
o 35S:AtAIB vs. Col-0 y myc2 ataib líneas a y b vs. myc2 (test t de Student,  * P< 0.05, ** P< 0.01).
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3.2.3. Especificidad de unión al ADN de AtAIB.
Con el fin de analizar si AtAIB se unía a secuencias específicas de ADN y determinar 
su secuencia diana, primero se confirmó la localización nuclear de AtAIB mediante 
microscopia. Para ello, se generaron líneas transgénicas estables de Arabidopsis que 
expresaban AtAIB fusionada a la proteína fluorescente verde (GFP) bajo el control del 
promotor 35S de CaMV. Al igual que MYC2, AtAIB está presente en los núcleos de las 
células de la raíz de las plántulas de A. thaliana analizadas (Figura 3.37).
Figura 3.37. AtAIB es una proteína nu-
clear. 
Detección de fluorescencia en los núcleos 
de plantas transgénicas que expresaban 
AtAIB-GFP. Para visualizar los núcleos en 
las raíces de plántulas de Arabidopsis se 
ha empleado microscopía óptica con luz UV.
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En segundo lugar, empleando el microordenamiento (“microarray”)  PBM11 (Godoy 
y col., 2011) de forma similar a lo descrito anteriormente para MYC3 y MYC4, se determinó 
el motivo consenso de unión a ADN de AtAIB. Este FT se une a la caja G con preferencias 
de nucleótidos en los extremos 5´y 3´ similares a las de MYC2, MYC3 y MYC4 (Figura 
3.38A y 3.38B). La unión de AtAIB al ADN se favorece cuando existe una base G en 
posición 5´ de la secuencia aunque admite su cambio a A o C en combinación con T o G en 
3´, respectivamente (Figura 3.38B). En cuanto al efecto de las mutaciones en las distintas 
posiciones de la caja G (Figura 3.38C) se observa que AtAIB tiene una especificidad y 
afinidad de unión al ADN  muy similar a las de MYC2, MYC3 y MYC4, y por lo tanto, podría 
estar regulando grupos similares de genes.
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Figura 3.38.  Identificación in vitro del motivo de unión a ADN de AtAIB.
(A) Matriz de pesos vs. posición de los 8 oligonucleótidos de ma-
yor puntuación correspondientes a AtAIB. Esta proteína muestra eleva-
da afinidad de unión por el elemento canónico de la caja G (CACGTG).
(B) Puntuaciones enriquecidas (E-scores) para todas las posibles variantes del mo-
tivo caja G de 8 oligonucleótidos para AtAIB. En la gráfica también se han incluido los 
valores E-score de MYC2, 3 y 4 (Figura 3.9). Las 4 proteínas muestran preferencias de 
unión similares para las variaciones de nucleótidos en los extremos 5´y 3´de la caja G.
(C) Box-plot de los valores E-scores para las variantes de la caja G incluyendo mu-
taciones puntuales y/o cajas E (CANNTG, 2 cambios). Los cuadrados representan 
los cuartiles 25% al 75%  y la línea negra dentro de ellos representa la mediana de la 
distribución de los valores (cuartil 50%). Las barras indican los valores que están por 
encima de los cuartiles 1 al 25%  y  por debajo de cuartiles 75 al 100% . Los puntos 
hacen referencia a valores fuera de la distribución. Cuadrados rojos=ATAIB, cua-
drados azules=MYC2, cuadrados amarillos=MYC3 y cuadrados verdes=MYC4. 
RESULTADOS
3.2.4. Patrones de expresión de AtAIB. 
Se generaron líneas transgénicas estables en A. thaliana que expresaban el 
promotor de AtAIB fusionado al gen reportador GUS y se analizaron los patrones de 
expresión de dicho gen. AtAIB se expresaba tanto en partes aéreas como en raíces de 
plántulas de Arabidopsis de 6 días post-germinación (Figura 3.39). Al contrario que en el 
caso de MYC3 y MYC4, en las líneas pAtAIB:GUS se apreció un aumento notable de la 
tinción GUS tanto en raíces como en partes aéreas en respuesta a la aplicación de JA 
(Figura 3.39D, 3.39E y 3.39F). 
JA 50 µM (3 h) 
pAtAIB:GUS
Control 
A
B
C
D
E
F
Figura 3.39. Patrones de expresión tisular de AtAIB.
Detección histoquímica de actividad GUS en plántulas de A. thaliana 
de 6 días post-germinación que expresaban el gen reportero GUS 
bajo el control del promotor de AtAIB (pAtAIB:GUS). La actividad GUS 
se analizó en muestras control y tratadas con JA 50 µM durante 3 h. 
Este incremento en la actividad glucuronidasa del promotor de AtAIB correlacionaba 
con la inducción del gen en respuesta a la hormona (Figura 3.40A y Figura 3.40B y datos 
de genevestigator, www.genevestigator.com). 
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Figura 3.40. Inducción por JA y patrones de expresión tisular de AtAIB.
(A) Análisis por RT-PCR cuantitativa  de la inducción dependiente de JA de los genes AtAIB y MYC2 
en plántulas WT (Col-0) 8 días post-germinación. Las muestras fueron tratadas con JA a concen-
tración  50 µM  y se analizó la expresión de los genes al cabo de 15 min y 1  hora  tras  la apli-
cación de la hormona.  Las medidas (tres réplicas técnicas) representan el nivel medio de expre-
sión de cada gen ± SD expresado como el ratio entre los niveles de expresión en las muestras 
tratadas frente a las muestras control. El nivel de cada gen es relativo al del gen de la ACTINA8. 
(B) Comparación de los niveles de expresión de AtAIB y MYC2  en distintos tejidos y estadios de desarro-
llo en Arabidopsis thaliana (datos de microarrays de Genevestigator, www.genevestigator.com). Los pa-
trones de expresión tisular de AtAIB coincidían con los datos experimentales mostrados en este trabajo.
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3.3. La inhibición del crecimiento de la raíz provocada por JA está 
mediada por la activación de las rutas de etileno y auxinas 
RESULTADOS

103
Como tercer objetivo de este trabajo se llevó a cabo un escrutinio genético para 
encontrar mutaciones potenciadoras del fenotipo de insensibilidad a JA del mutante myc2 
en la inhibición del crecimiento de raíz, que pudieran identificar nuevos genes de función 
redundante con MYC2, y/o procesos implicados en la regulación por JA del crecimiento 
radicular. A continuación se detallan los resultados obtenidos en esta parte del trabajo.
3.3.1. Identificación de mutantes potenciadores del fenotipo de insensibilidad 
a JA de myc2: mutantes jie (del inglés “jasmonate-insensitive-1 enhancers”).
Se generó una población (M0) de semillas myc2/jin1-2 mutagenizadas químicamente 
con EMS, a partir de 10 gr de semillas, como se describe en la sección de materiales y 
métodos. Esta población (M0) se sembró en tierra en el invernadero y se obtuvieron 10 
familias de semillas de la generación M1. Las plántulas de estas semillas M1 (la generación 
segregante M2) se sembraron en placas suplementadas con JA y se seleccionaron aquellas 
plantas que presentaban menor porcentaje de inhibición del crecimiento de la raíz que el 
parental jin1-2  en presencia de la hormona (Figura 3.41). 
jin1-2 coi1-1Col-0 jie
jin1-2
EMS (0.3%)
Figura 3.41. Estrategia de búsqueda de mutantes jie. 
Representación esquemática de los fenotipos seleccionados 
en presencia de JA 50 µM en el escrutinio genético llevado 
a cabo en las poblaciones mutagenizadas de semillas jin1-2. 
El escrutinio de 150.000 plántulas M2 a partir de 30.000 plantas M1 (descencientes de 
las semillas M0 mutagenizadas) llevó a la identificación de 39 candidatos a ser mutantes 
potenciadores del fenotipo de jin1-2. Los análisis realizados en las semillas M3 confirmaron 
que 11 de los 39 candidatos mostraban un fenotipo intermedio de inhibición del crecimiento 
de la raíz por JA entre jin1-2 y coi1-1 (Figura 3.42). 
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Figura 3.42. Inhibición del crecimiento de raíz por JA en los mutantes jie. 
(A) Ensayo de inhibición del crecimiento de raíz en plántulas de A. thaliana en Col-0, jin1-2, coi1-1 
y los mutantes jie1, jie2, jie3, jie4, jie5, jie6, jie7, jie8, jie9, jie10 y jie11. Las plantas se crecieron en 
presencia de  JA a distintas concentraciones (1, 5 10, 25 y 50 µM) y en condiciones control (medio 
Johnson) durante 8 días. Los resultados muestran el porcentaje de inhibición de las plantas trata-
das frente a su control, calculado de acuerdo con la siguiente fórmula: % inhibición = 100-(100*(mm 
raíz tratada/mm raíz control)). Para calcular el porcentaje de inhibición de cada genotipo se reali-
zaron 3 experimentos independientes en los que se midieron 30 plántulas por genotipo analizado. 
(B) Tamaño medio ± SD de las raíces de las plántulas sin tratar (control) y tratadas con JA 50 
µM empleadas para calcular el % de inhibición a concentración 50 µM de JA mostrado en (A).
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A estos mutantes se les denominó jie por la abreviatura del nombre inglés “jasmonate-
insensitive-1 enhancers” (Figura 3.43). 
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jie1 jie2 jie3 jie4 jie5 jie6 jie7 jie8 jie9 jie10 jie11 
Col-0 jin1-2 coi1-1 
Figura 3.43. Fenotipos de los mutantes jie.
Aspecto de las plántulas a los 8 días post-germinación de los 
mutantes jie y los controles WT (Col-0) y mutantes insensi-
bles a JA  jin1-2  y coi1-1 crecidas en presencia de JA 50 µM. 
Para comprobar si estas mutaciones afectaban específicamente a las respuestas a JA 
o eran más generales, se analizaron las respuestas a otras hormonas germinándolos y 
creciéndolos en placas en presencia de ACC (10 µM),  auxinas (1 y 10 µM IAA, 0,6 y 1 
µM  NAA), 6-bencilaminopurina (1 µM), ácido abscísico (2 µM), ácido giberélico (10 µM) o 
brasinólido (2 µM). Los mutantes jie1, jie2, jie3, jie4, jie5, jie6 y jie7 presentaron un claro 
fenotipo de insensibilidad a etileno (Figura 3.44). 
jie1 jie2 jie3 jie4 jie5 jie6 jie7 
Col-0 jin1-2 coi1-1 etr1-1 ein2-5 ein3-3 eir1 
Figura 3.44. Insensibilidad a etileno de los mutantes jie.
Fenotipos de los mutantes jie1, jie2, jie3, jie4, jie5, jie6 y jie7, los contro-
les WT, jin1-2, coi1-1 y los mutantes insensibles a etileno (eir1, etr1, ein2-5 y 
ein3-3) mantenidos en oscuridad durante 4 días en presencia de ACC 10 µM. 
El mutante jie7, además de ser insensible a etileno en la raíz, mostraba una respuesta 
agravitrópica presente en algunos mutantes de auxinas como aux1 (Figura 3.45). 
RESULTADOS
Col-0 aux1-1 jie7 
IA
A 
10
 µ
M
 
Figura 3.45. El mutante jie7 es agravitrópico e in-
sensible a auxinas en la raíz.
Al igual que el mutante aux1-1, las raíces del mutante 
jie7 crecen sobre el agar en placas de cultivo suple-
mentadas con IAA 1 µM (paneles superiores) y son in-
sensibles a dicha auxina (paneles inferiores). Las imá-
genes fueron tomadas a los 7 días post-germinación
El resto de mutantes jie (jie8, jie9, jie10 y jie11) parecían tener alterada específicamente la 
respuesta a JA. En placas control mantenidas durante 6 días en oscuridad, jie8 mostraba 
un fenotipo llamativo que aunaba dos respuestas contradictorias, de-etiolación (apertura 
de cotiledones) y elongación de hipocotilo (Figura 3.46).
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Figura 3.46. El mutante jie8 muestra fenotipos 
de elongación de hipocotilo y apertura de coti-
ledones en oscuridad.
Plántulas de jie8 crecidas durante 3 o 5 días en os-
curidad en medio Johnson. Las fotografías mues-
tran el fenotipo de elongación del hipocotilo y la de-
etiolación (apertura de cotiledones) que presenta 
este mutante en oscuridad que, en general, va 
acompañado de una curvatura en forma de espiral 
en la parte más basal del hipocotilo.  En el panel in-
ferior se observa como la excesiva altura del hipo-
cotilo y la curvatura basal hacen que el mutante se 
caiga sobre el agar de las placas y crezca tumbado.
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3.3.2. Caracterización genética de los mutantes jie.
Los retrocruzamientos de los 11 mutantes jie con su parental Col-0 dieron lugar a 
segregaciones F1 y F2 compatibles con mutaciones monogénicas recesivas, excepto los 
mutantes jie4 y jie6 que eran dominantes y jie5 que presentaba semidominancia. 
Los mutantes jie1, jie2, jie3, jie4, jie5, jie6 y jie7 tenían distintos grados de 
insensibilidad a etileno y su fenotipo y segregación recordaba, en algunos casos, al 
fenotipo y segregación de mutantes descritos para dicha hormona. Por ejemplo, jie3 y jie4 
eran completamente insensibles a etileno en hipocotilo y raíz, pero mientras que jie3 era 
recesivo, como ein2, jie4 era dominante como los mutantes en receptores de etileno del 
tipo etr1. Por ello, se llevó a cabo una secuenciación de posibles genes candidatos a estar 
mutados en jie3 y jie4, en concreto EIN2 y ETR1, respectivamente. Para el resto de los 
casos, se mapearon las plantas F2 resultantes del retrocruzamiento de los mutantes jie 
con plántulas de ecotipo Ler. Una vez seleccionadas en placa para el fenotipo de respuesta 
a JA (jie9, jie10 y jie11), etileno (jie1, jie2, jie5, jie6 y jie7) o de-etiolación y elongación de 
hipocotilo en oscuridad (jie8) se realizó la cartografía génica. En ella se usaron sólo las 
plantas que además de portar la mutación jie tuviesen simultáneamente la mutación jin1-
2. Se emplearon entre 50 y 150 plántulas recombinantes por mutante jie. El mapeo se 
realizó en colaboración con los profesores María Rosa Ponce Molet y José Luis Micol 
Molina, responsables del servicio de Cartografía Génica de la Universidad de Elche. Para 
algunos mutantes jie, la cartografía de baja resolución fue suficiente para encontrar un 
gen candidato dentro del intervalo establecido por los marcadores que pudiese explicar el 
fenotipo del mutante (jie1, jie2 y jie7), mientras que, para otros fue necesario hacer una 
cartografía de mayor resolución (jie5, jie6 y jie8). El resumen de los resultados de mapeo 
y/o secuenciación de genes candidatos para los mutantes jie se muestran en la Figura 3.47. 
jin1-2/myc2 
jie4 
etr1 jin1-2 
 
jie1-1  
jie1-2 
eir1 jin1-2 
 
jie3 
ein2 jin1-2 
 
jie5-1 
jie5-2 
ers1 jin1-2 
 
jie7 
aux1 jin1-2 
 
jie8 
nga126-
cer464660 
Figura 3.47. Localización cromo-
sómica e identificación del gen 
mutado en los mutantes jie.
Identificación de los genes respon-
sables del fenotipo de los mutan-
tes jie mediante cartografía génica 
y/o selección de genes candida-
tos. Las secuencias codificantes 
de varios genes relacionados con 
la señalización por etileno EIN2, 
ETR1 y ERS1 aparecían mutados 
en jie3, jie4, y los jie5-1 y jie5-
2, respectivamente. Los mutan-
tes jie1-1 y 1-2 correspondían a 
codones de stop prematuros en 
la secuencia de EIR1, mientras 
que, jie7 presentaba un cambio 
aminoacídico en la secuencia de 
AUX1. La mutación responsable 
del fenotipo de jie8 se localiza en 
el brazo largo del cromosoma 3. 
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En el caso de los mutantes insensibles a etileno se han encontrado varios componentes 
de la cascada de señalización de esta hormona. En primer lugar, se han identificado 
mutaciones en dos tipos de receptores de etileno, ETR1, cuya secuencia presenta un 
cambio de Ala por Val en el mutante jie4, y ERS1, que es el gen mutado en jie5 (Thr por 
Ala) y jie6 (Cys por Arg), renombrados como jie5-1 y jie5-2, respectivamente. En segundo 
lugar, el mutante jie3 porta una mutación de G por A que da lugar a un codón de stop 
temprano en la secuencia codificante del gen EIN2. También insensibles a etileno, los 
mutantes jie1, jie2 y jie7 resultaron ser mutantes para transportadores de flujos de entrada 
y salida de auxina en las células. En concreto, jie7 presenta un cambio de Glu por Lys en 
la secuencia codificante de AUX1 (importador de auxinas), mientras que jie1 y jie2 portan, 
en ambos casos, un cambio de base que genera un stop prematuro en la secuencia 
codificante de EIR1 (exportador de auxinas). Como dichos mutantes son alélicos, jie1 y 
jie2 se han renombrado como jie1-1 y jie1-2, respectivamente. El mutante jie8 se localiza 
en el cromosoma 3 entre los marcadores nga126 y cer464660, en una región que incluye 
dos BACs parcialmente solapantes, pero falta por definir el gen responsable de la mutación. 
Para los mutantes jie9, jie10 y jie11 se ha hecho una cartografía de baja resolución pero no 
se ha encontrado ligamiento de las mutaciones a ninguna región cromosómica. Esto podría 
ser debido a que los tres presentaban un fenotipo muy débil en presencia de JA al ser 
retrocruzados por Ler, de modo que, la selección de recombinantes resultaba complicada. 
Por lo tanto, los 11 mutantes identificados y denominados en principio jie1, jie2, jie3, jie4, 
jie5, jie6, jie7, jie8, jie9, jie10 y jie11 se han renombrado tras el mapeo como jie1-1, jie1-2, 
jie3, jie4, jie5-1, jie5-2, jie7, jie8, jie9, jie10 y jie11 (los jie2 y jie6 se han convertido en jie1-2 
y jie5-2, respectivamente).
Es importante destacar que la mayoría de mutaciones identificadas que aumentan 
la insensibilidad a JA en raíz de jin1-2 afectan a la señalización de ET o al transporte 
de auxinas. Esto indica que ambos procesos median la inhibición del crecimiento de la 
raíz por JA y sugiere que el JA podría activar la síntesis de ET, que a su vez pararía el 
crecimiento de la raíz alterando la distribución de auxinas (Ruzicka y col., 2007; Stepanova 
y col., 2007; Swarup y col., 2007). Sin embargo, puesto que las raíces de los mutantes 
jie no son completamente insensibles a JA, además de vía ET y auxinas, la inhibición del 
crecimiento de raíz por JA debe ocurrir por algún mecanismo adicional. 
3.3.3. Caracterización molecular de los mutantes jie.
MYC2 regula de forma diferencial distintos grupos de genes inducidos por JA. Por 
un lado, activa genes relacionados con daño mecánico o insectos masticadores como 
VSP2. Por otro, reprime genes implicados en respuestas de defensa frente a patógenos 
necrotrofos como PDF1.2. Estos dos grupos de genes también se regulan de modo 
diferencial por ET. El ET activa la expresión de PDF1.2 y reprime la de VSP2. Para saber 
si los mutantes jie estaban afectados en alguna de estas respuestas diferencialmente 
controladas por MYC2, se analizó la expresión de ambos marcadores en plantas mutantes 
y control tratadas con JA. La hormona induce la expresión de ambos genes en plantas 
Col-0 (Figura 3.48). 
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Figura 3.48. Expresión de PDF1.2 y VSP2 en los mutantes jie.
Hibridación “northern-blot” para la expresión de marcadores moleculares diferencial-
mente regulados por MYC2 en los mutantes jie y plantas control (Col-0, jin1-2, coi1-1, 
eir1, etr1-1, ein2-5 y ein3-3) en respuesta a tratamiento con JA 50 µM a 6 y 12 horas. 
Los paneles superiores delimitados en rojo indican la expresión de PDF1.2, los pa-
neles recuadrados en naranja señalan la expresión de VSP2 y los paneles inferiores 
muestran el control de carga (ARN total). Para estos ensayos se emplearon plantas 
adultas de 4 semanas crecidas en sustrato universal:vermiculita (3:1) que fueron 
pulverizadas con la hormona o con la solución control. Las plantas así tratadas se 
mantuvieron en recipientes con atmósferas saturadas durante los tiempos indicados. 
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RESULTADOS
En el mutante jin1-2 los niveles de expresión de PDF1.2 aumentan en respuesta a JA y 
la expresión de VSP2 se mantiene por debajo de los niveles de expresión en las plantas 
silvestres (Col-0). En los mutantes etr1 y ein2-5, que bloquean las respuestas a ET, apenas 
hay inducción de PDF1.2  en respuesta a JA y la expresión de VSP2 está muy aumentada 
con respecto a las de las plantas Col-0. En el mutante coi1-1 ninguno de los dos marcadores 
se expresa en respuesta a JA. Por su parte, la expresión de PDF1.2 y VSP2 en respuesta 
a JA en los  mutantes jie3/ein2 jin1-2 y jie4/etr1 jin1-2  refleja una compensación debido a 
la mezcla de fondos genéticos en dichas plantas. Por lo tanto, ambos marcadores tienen 
una expresión intermedia entre la expresión que muestran en los mutantes de ET y la 
expresión en el mutante  jin1-2. En los jie5-1 y jie5-2/ers1 jin1-2 la inducción de los dos 
marcadores es similar a la de las plantas jin1-2. Para los jie1-1 y jie1-2, que son mutantes 
de tipo eir1 jin1-2, la expresión de PDF1.2 y VSP2 es similar a la del mutante sencillo eir1. 
Por su parte, jie7/aux1 jin1-2 y jie11 muestran una inducción de ambos marcadores similar 
a la de las plantas Col-0.  El mutante jie8 constituye un caso especial porque parece tener 
inducidas ambas vías y muestra niveles de expresión muy elevados tanto de PDF1.2 como 
de VSP2 en respuesta a la hormona. En el caso de los mutantes jie9 y jie10, al igual que 
en coi1-1, no hay inducción de PDF1.2 en respuesta a JA. Sin embargo, ambos mutantes 
muestran niveles de VSP2 similares, aunque ligeramente inferiores, a los de jin1-2. 
3.3.4. Caracterización bioquímica de los mutantes jie.
3.3.4.1. Cuantificación de antocianinas.
Para testar si el aumento de insensibilidad a JA de los mutantes jie con respecto 
a jin1-2 se restringía al tejido de la raíz o si era una respuesta más general que afectaba 
también a otros tejidos, se midió la producción de antocianinas en los 11 mutantes jie y los 
controles WT (Col-0),  mutantes de señalización de JA (jin1-2 y coi1-1) y de etileno (etr1-1, 
ein2-5 y ein3-3) y el transportador de auxinas eir1 en condiciones control y tras tratamiento 
con JA (Figura 3.49). Las plantas Col-0 acumularon gran cantidad de antocianinas en 
respuesta a la hormona, sin embargo, la producción de dichos pigmentos en los mutantes 
jin1-2 y coi1-1 fue mucho menor. Los mutantes jie1-1, jie1-2, jie4, jie5-1, jie5-2, jie9, jie10 
y jie11 mostraron una acumulación de antocianinas muy similar a jin1-2 en respuesta 
al tratamiento con JA. Sin embargo, el aumento de antocianinas con respecto a jin1-2 
fue muy notable en los mutantes jie7/aux1 jin1-2, jie8 y jie3/ein2 jin1-2. Por su parte, los 
mutantes de señalización de etileno etr1-1 y ein2-5 tenían niveles incrementados de 
antocianinas en respuesta a JA con respecto al control. Estos resultados son consistentes 
con la hipersensibilidad a JA  en la parte aérea descrita previamente para los mutantes 
insensibles a ET (Lorenzo y col., 2004). Sin embargo, ambas hormonas cooperan en la raíz 
puesto que ein2 aumenta el fenotipo de insensibilidad a JA de myc2 en jie3. Por lo tanto, 
estos resultados ponen de manifiesto la complejidad de interacciones que se establecen 
entre distintas hormonas (en este caso ET y JA) en los distintos tejidos de la planta.
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Figura 3.49. Producción de antocianinas en respuesta a JA en los mutantes jie.
Medida de antocianinas en los genotipos Col-0, jin1-2, los mutantes jie1-1, jie1-2, jie3, jie4, jie5-1, jie5-2, jie7, 
jie8, jie9, jie10 y jie11, los mutantes insensibles a etileno eir1, etr1, ein2-5 y ein3-3 y coi1-1. Las plántulas se 
crecieron durante 8 días en presencia de JA 50 µM y en placas control (medio Johnson). El tejido aéreo de las 
plántulas se sometió a extracción ácida y se midió el contenido de antocianinas totales por métodos espectro-
fotométricos. Los resultados muestran la media ± SD de tres replicados biológicos (15-20 plántulas/medición). 
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3.3.4.2. Regulación de la síntesis de JA en los mutantes jie: medidas de 
precursores y derivados de JA por CI-GC/MS.
Un paso más en la caracterización de los mutantes jie consistió en averiguar 
si estaban de alguna manera afectados en el “feed-back ” positivo de regulación de la 
síntesis de JA. Para abordar este tema se realizaron medidas de precursores y derivados 
de JA como OPDA y JA-Ile, respectivamente. Las determinaciones de metabolitos se 
realizaron en colaboración con el Prof. Ivo Feussner (Albrecht-von-Haller-Institute for 
Plant Science, University of Goettingen, Alemania). La metodología usada en el análisis 
fue la cromatografía de gases acoplada a masas (CI-GC/MS) tras un fraccionamiento 
preparativo por RP-HPLC. En primer lugar, se llevó a cabo la puesta a punto de un 
método analítico que permitió la detección de una serie de derivados y precursores del 
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JA como: OPCs 4, 6, y 8 ([ácido 3-oxo-2-2-(2´-Z-pentenil)-ciclopenteno-1-octanoico]), 
ácido jasmónico, JA-Leucina (N-[(3R7R)-(-)-jasmonoil]-(S)-leucina), JA-Valina (N-[(3R7R)-
(-)-jasmonoil]-(S)-valina), JA-Fenilalanina (N-[(3R7R)-(-)-jasmonoil]-(S)-fenilalanina) y 
JA-ACC. Posteriormente, se empleó el método analítico desarrollado en la medida de 
niveles de  OPDA y JA-Ile presentes en los mutantes jie. En la Figura 3.50 se muestran 
las cantidades de ambos compuestos en los distintos genotipos estudiados. En respuesta 
a JA, las plantas silvestres (Col-0) acumulan tanto OPDA en gran cantidad como JA-Ile en 
menor proporción. En el mutante coi1-1 la aplicación exógena de JA promueve la síntesis 
de JA-Ile pero no afecta a la cantidad de OPDA que se mantiene a niveles basales. Los 
mutantes jin1-2 no presentan diferencia en la acumulación de precursores y derivados 
con respecto a Col-0 en respuesta a JA. Los mutantes jie, en general, y al igual que jin1-
2, presentan niveles de OPDA y JA-Ile similares a los niveles encontrados en las  plantas 
Col-0. Es necesario mencionar que se encontró una gran variabilidad en la medida entre 
las réplicas biológicas debido probablemente a los bajos niveles de ambos compuestos 
en las muestras analizadas y a la variación intrínseca de la metodología utilizada para las 
cantidades de material empleadas (100 mg de peso fresco por muestra). Aun así los datos 
obtenidos indican que los mutantes jie no parecen estar alterados en el “feed back” positivo 
que regula la síntesis de JA mediada por la propia hormona. La única excepción podría 
ser el mutante jie10 que aunque parece poder sintetizar derivados conjugados de JA, sin 
embargo, presenta niveles de acumulación de precursores más cercanos a coi1-1 que a 
jin1-2, por lo tanto, podría estar afectado en la síntesis de precursores de la hormona.
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Figura 3.50. Niveles de OPDA y JA-Ile en 
los mutantes jie. 
Los niveles de precursores y derivados 
conjugados de JA, oPDA y JA-Ile, en mu-
tantes jie y plantas control (Col-0, jin1-2 y 
coi1-1) crecidas durante 14 días en presen-
cia o ausencia de la hormona se realizaron 
mediante cromatografía de gases acopla-
da a masas. Las columnas muestran la 
media ± SD de tres replicados biológicos 
(100 mg peso seco/réplica experimental).
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4.1. Los FTs MYC3 y MYC4 son reguladores positivos de las 
respuestas a JA.
 A pesar de que se ha descrito la participación de numerosos FTs de diversas 
familias (bHLHs, MYBs, ARFs, WRKYs y ANACs) en la señalización por JA, MYC2 era la 
única diana directa de los represores JAZ identificada hasta 2011. Varios motivos hacían 
pensar que MYC2 no podía ser la diana exclusiva de las proteínas JAZ. En primer lugar, 
mutaciones de pérdida de función de este FT no afectan a todos los fenotipos regulados 
por JA. Por ejemplo, los mutantes myc2 son totalmente fértiles y, por lo tanto, otros TFs 
deben regular este proceso de desarrollo. En segundo lugar, la mayoría de los fenotipos 
de respuesta a JA son más débiles en myc2 que en coi1-1 (Feys y col., 1994; Lorenzo y 
col., 2004). En tercer lugar, MYC2 regula negativamente la expresión de algunos genes 
que están regulados positivamente por JA, como PDF1.2 (Lorenzo y col., 2004; Dombrecht 
y col., 2007). Todos estos argumentos apuntan a la existencia de otros FTs dianas de los 
represores JAZ  que contribuyan, junto con MYC2, a la regulación de las respuestas a JA. 
Empleando varias proteínas JAZ como cebo, se identificaron dos nuevos FTs, 
MYC3 y MYC4, filogenéticamente cercanos a MYC2, que son dianas directas de los 
represores JAZ (Fernández-Calvo y col., 2011). MYC3 y MYC4 actúan aditivamente 
con MYC2 activando las respuestas a JA. En este trabajo se demuestra que ambos 
FTs son proteínas nucleares que unen ADN con especificidad de unión similar a MYC2. 
Además, interaccionan in vitro e in vivo con los represores JAZ y pueden formar homo- y 
heterodímeros entre ellos y con MYC2. Por otra parte, mutaciones de pérdida de función 
en MYC3 y MYC4 comprometen la respuesta a JA e incrementan las insensibilidad a la 
hormona de los mutantes myc2/jin1. Además, los triples mutantes myc2 myc3 myc4 son 
tan defectivos como coi1-1 en la activación de algunas de las respuestas dependientes de 
JA testadas, como por ejemplo, la susceptibilidad al patógeno bacteriano P. syringae y la 
resistencia al herbívoro generalista S. littoralis o la inducción de genes de respuesta a JA 
(JAZ10 y VSP2). No obstante, puesto que en los triples mutantes otras respuestas a JA no 
están completamente bloqueadas como en coi1 (p.ej. inhibición del crecimiento de raíz) o 
no presentan alteraciones evidentes (p. ej. fertilidad), se espera que otros FTs intervengan 
en la señalización por JA. Estas proteínas actuarían de manera redundante con los FTs 
ya descritos, MYC2, MYC3 y MYC4, y podrían regular todo el conjunto de respuestas 
mediadas por JA, al menos en tejidos concretos y en determinados procesos de desarrollo. 
Ensayos de dos híbridos de levadura usando derivados truncados de las proteínas 
MYC han permitido identificar un nuevo dominio de interacción proteína-proteína, 
denominado dominio JID. Este dominio se localiza en la parte N-terminal de los FTs MYC 
y es responsable de su unión a los represores JAZ. En un escrutinio genético para la 
identificación de mutantes alterados en el metabolismo de Trp se había identificado el 
mutante atr2D, que corresponde a una mutación dominante en MYC3 (Smolen y col., 
2002). Este mutante mostraba expresión aumentada de ciertos genes marcadores de 
estrés como PDF1.2 y genes relacionados con Trp que participan en la biosíntesis de indol-
glucosinolatos (Smolen y col., 2002). Los fenotipos del mutante atr2D son consistentes con 
los resultados mostrados en este trabajo y compatibles con la activación de las defensas 
dependientes de JA por una forma constitutivamente activa del gen MYC3. La mutación 
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en atr2D afecta a un aminoácido conservado (D94N) en el dominio de JID de MYC3. Esto 
sugiere que esa mutación podría afectar a la interacción JAZ/MYC3 y, por tanto, que el 
efecto de activación constitutiva de MYC3 se debería a una deficiencia en la represión por 
los factores JAZ. Por otra parte, en apoyo de la importancia del dominio de interacción 
con los JAZ presente en las proteínas MYC, At5g46830, la proteína filogenéticamente 
más cercana a MYC2, que no interacciona con ninguno de los JAZ, también presenta una 
mutación no conservativa (Lys por Gly, equivalente a la Gly-91 en MYC3) en el dominio de 
interacción con los JAZ (Figura 3.6).
Además de la identificación de nuevos FTs que regulan las respuestas a JA, otro 
interrogante a resolver en el campo de la señalización de esta hormona es cómo se 
especifica la diversidad de las respuestas a JA en la planta. En el caso de las auxinas, 
esta diversidad de respuesta parece ser una consecuencia de la combinación entre la 
abundancia relativa y las diferencias bioquímicas entre los receptores TIR1/AFB, la 
concentración local de las auxinas bioactivas, el ratio de degradación de los represores 
AUX/IAA, y las especificidades de expresión tisular de los componentes de los módulos 
de señalización de auxinas (Dreher y col., 2006; Leyser y col., 2006; Muto y col., 2007; 
Mockaitis and Estelle, 2008; Parry y col., 2009; Vanneste y Friml, 2009). En el caso del 
JA, donde sólo se ha descrito un receptor y una forma bioactiva de la hormona  (Katsir 
y col., 2008; Fonseca y col., 2009b; Sheard y col., 2010), el ratio de degradación de los 
JAZ y las diferencias en las interacciones JAZ/MYC, junto con la especificidad tisular de 
los patrones de expresión de ambos tipos de proteínas podría determinar cómo se logra 
la especificidad en la regulación de los procesos de respuesta a JA. Se ha descrito la 
existencia de isoformas de los represores JAZ generadas por ”splicing” alternativo que son 
más estables que las proteínas JAZ completas y que interaccionan de manera distinta con 
otros componentes de la ruta de señalización de JA (Yan y col., 2007; Chung and Howe, 
2009; Chung y col., 2010). Potencialmente, estas isoformas de los represores JAZ pueden 
contribuir también a la intensidad y especificidad de respuesta. En el presente trabajo 
se muestran evidencias de que parte de la especificad y diversidad en la respuesta a la 
hormona puede explicarse por diferencias en la función de los FTs de tipo MYC. MYC3 
y MYC4 comparten funciones con MYC2, pero cada uno de ellos parece tener un papel 
predominante en un proceso concreto. Mientras que MYC2 juega un papel principal en 
la inhibición del crecimiento de raíz, MYC3 y MYC4 parecen ser más importantes en 
la regulación de las respuestas frente a herbívoros. Estos datos sugieren que MYC2, 
MYC3 y MYC4 no son totalmente redundantes y que, por el contrario, han evolucionado 
hacia cierta especificidad de función. Las diferencias más claras entre estos FTs se han 
encontrado en sus patrones de expresión, que podrían ser los responsables principales de 
esta especificidad. Sin embargo, no se puede descartar que pequeñas variaciones en la 
especificidad de unión al ADN y las diferencias observadas en sus afinidades por la unión 
a distintos JAZ y entre ellos (formación de homo y heterodímeros) contribuyan asimismo a 
la especificidad en la función de estos factores MYC. 
Los estudios de expresión de genes marcadores de JA en los mutantes sencillos, 
dobles y triples muestran que las tres proteínas MYC se requieren para una respuesta 
adecuada a la hormona. Así, en los triples mutantes myc2 myc3 myc4 se reduce la 
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expresión de genes que se inducen a tiempos cortos o intermedios (JAZ10 y VSP2) por 
JA hasta niveles semejantes a los obtenidos en fondo mutante coi1-1. Por el contrario, la 
expresión de genes que se inducen a tiempos largos como PDF1.2 está afectada sólo de 
forma débil en el triple mutante. Este dato sugiere que MYC3 y MYC4 cooperan con MYC2 
en la regulación positiva de sólo un subgrupo de genes regulados por JA. Los resultados 
del análisis transcriptómico apoyan esta hipótesis. Dicho análisis confirma que el defecto 
en la activación de las defensas en el triple mutante myc2 myc3 myc4 podría deberse a la 
falta de inducción de genes regulados positivamente por JA, y de genes que intervienen 
por un lado en la síntesis de sustancias repelentes y por otro, genes que participan en 
la restricción de los mecanismos de infección del patógeno. La puesta en marcha de 
todas estas señales juega un papel esencial para contrarrestar el ataque y garantizar la 
supervivencia vegetal.
MYC2 
 
Crecimiento y desarrollo 
Qi y col., 2011 
Song y col., 2011 
Zhu y col., 2011 
MYC3 MYC4 
Respuesta de defensa 
Fernández-Calvo y col., 2011 
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Niu y col., 2011 
Otros FTs 
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Cloroplasto 
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bHLH013? 
Figura 4.1. Los FTs MYC3, MYC4 y AtAIB son dianas de los represores JAZ que regulan positiva-
mente las respuestas a JA. 
Las proteínas MYC3, MYC4 y AtAIB interaccionan con los represores JAZ in vivo e in vitro y participan en la 
regulación de respuestas a JA relacionadas con defensa y regulación de la expresión génica del cloroplato. 
Puesto que MYC2, MYC3 y MYC4 sólo regulan un subconjunto de los genes 
de respuesta a JA deben existir más FTs MYC (o de otras familias) responsables de la 
modulación de otros aspectos relacionados con la señalización por JA (Figura 4.1). En 
estudios recientes se ha demostrado que otras proteínas bHLH, FTs de la familia MYB y 
los FTs EIN3 y EIL1 interaccionan con los represores JAZ y participan en la regulación de 
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diversos procesos mediados por JA como son la acumulación de antocianinas, formación 
de tricomas, el desarrollo de estambres, la producción de pelos radiculares y la defensa 
frente a hongos necrotrofos (Qi y col., 2011; Song y col., 2011; Zhu y col., 2011). Asimismo, 
en dos trabajos independientes a esta tesis, se ha identificado a MYC3 y a MYC4 como 
dianas directas de los represores JAZ (Cheng y col., 2011; Niu y col., 2011).
Curiosamente, los mutantes sencillos myc2 y myc3 aumentan la respuesta de la 
hormona a PDF1.2 y VSP2, respectivamente. Esto podría indicar que MYC2 y MYC3 
actúan como represores de dichos marcadores. Sin embargo, el análisis de los dobles y 
los triples mutantes muestra que este efecto de sobre-inducción, al menos para el caso 
de VSP2, es más un efecto indirecto que una represión directa ejercida por el FT MYC3, 
ya que tanto en el doble como en el triple mutante la ausencia de MYC3 provoca una 
falta de inducción de VSP2. Esto abre nuevas perspectivas para entender la función 
reguladora de los MYCs y sugiere que estos FTs están sujetos a una compleja red de 
interacciones reguladoras en donde las mutaciones en MYC2 y MYC3 promueven efectos 
de desequilibrio y compensación que generan sobre-inducción de PDF1.2 y VSP2. Los 
mecanismos moleculares que explican estos efectos compensatorios necesitan ser 
aclarados con más estudios. 
4.2. El FT AtAIB interacciona con los represores JAZ y modula las 
respuestas específicas a JA. 
La identificación in silico de proteínas portadoras del domino JID (dominio de 
interacción con los represores JAZ presente en los FTs MYC2, MYC3 Y MYC4) combinada 
con el análisis bioinformático de los datos de co-expresión y co-regulación génica usando 
bases de datos públicas ha señalado a nuevos genes como posibles dianas de los 
represores JAZ. AtAIB es una de estas proteínas que tiene un domino JID conservado en 
su secuencia aminoacídica. A pesar de que AtAIB se describió originalmente como un gen 
de respuesta a ABA, los análisis llevados a cabo en este trabajo mediante PCR cuantitativa 
no han podido confirmar esa regulación (Li y col., 2007). Por el contrario, AtAIB es un 
gen que se induce por JA (Figura 3.41A). Además, presenta patrones de expresión muy 
similares a MYC2, tanto a nivel tisular como en respuesta frente a distintos estímulos (Figura 
3.25 y 3.41B). Combinando ensayos de dos híbridos de levaduras y purificación en tándem 
de proteínas marcadas con epítopo, se ha demostrado que AtAIB es una diana directa de 
los represores JAZ que participa en los módulos de señalización de JA in vivo. Dicho gen 
codifica una proteína bHLH que se localiza en el núcleo y se une a la caja G presente en los 
promotores de genes de respuesta a JA con una afinidad y especificidad de unión similares 
a los descritos para MYC2, MYC3 y MYC4, lo que podría sugerir que AtAIB compartiese 
funciones con estas proteínas (Godoy y col., 2011; Fernández-Calvo y col., 2011). Sin 
embargo, los experimentos de interacción proteína-proteína in vivo (“TAP-tagging” y “Co-
IP”) muestran que AtAIB no forma heterodímeros con MYC2, MYC3 y MYC4, y si con otra 
proteína, bHLH003, relacionada filogenéticamente con AtAIB y con bHLH013. Esto sugiere 
que estas tres proteínas podría formar in vivo complejos alternativos a los formados por 
MYC2, MYC3 y MYC4, que regulasen otras respuestas a JA. De hecho, bHLH003 forma 
complejos con bHLH013 en ensayos de “TAP-tagging” y ambas interaccionan con los 
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represores JAZ en experimentos de dos híbridos de levadura y PD (Figura 3.28 y 3.29). 
Además AtAIB, bHLH003 y bHLH013  forman heterodímeros entre sí en ensayos in vitro 
(Figura 3.27). Estos datos sugieren que AtAIB, bHLH003 y bHLH013 forman un clúster de 
proteínas similar al constituido por MYC2, MYC3 y MYC4 pero no interaccionan con este. 
De nuevo se pone en evidencia la redundancia funcional que opera en la respuesta a JA 
donde grupos de FTs filogenéticamente próximos co-regulan respuestas concretas a la 
hormona. 
En este trabajo se ha demostrado que el JA reprime la expresión de los genes 
codificados por el genoma del plasto (Apéndice Tabla 8.3). Anteriormente se había descrito 
un efecto del JA en la desestructuración de los grana de los tilacoides (Bachmann y col. 
2002) pero su acción sobre la expresión génica del plasto había pasado desapercibida, 
probablemente porque los “microarrays” más utilizados (Affimetrix) carecen de sondas 
para el genoma del cloroplasto. El análisis transcriptómico de la sobre-expresión endógena 
(mutante ataib) y ectópica del gen AtAIB ha revelado que este FT es el responsable principal 
del efecto represor del JA en la expresión génica del cloroplasto. Por lo tanto, AtAIB es un 
regulador positivo de esta respuesta a la hormona. 
Las alteraciones en el contenido de pigmentos en la sobre-expresión endógena de 
AtAIB podrían estar relacionadas con su función en los cloroplastos, ya que, las plantas 
ataib acumulan más antocianinas y pierden más clorofilas en respuesta a JA que las 
plantas silvestres. En todo caso, esta respuesta es débil lo que indica la posibilidad de que 
otros FTs, por ejemplo, bHLH003 y bHLH013 cooperen con AtAIB en la regulación de estos 
procesos mediados por JA.
 En futuros análisis fenotipos y transcriptómicos de las líneas de pérdida de función 
para AtAIB, bHLH003 y bHLH013 y experimentos de co-inmunoprecipitación de cromatina 
se podrá aclarar cómo estos FTs modulan la respuesta a JA. 
4.3. La inhibición del crecimiento de la raíz provocada por JA esta 
mediada por etileno y auxinas.
El grado de insensibilidad a la inhibición del crecimiento de raíz presente en coi1-1 
es mayor que el observado en los alelos mutantes de pérdida de función del gen MYC2/
JIN1. Como método alternativo para la identificación de genes con función redundante con 
MYC2 se diseñó una aproximación genética de búsqueda de mutaciones potenciadoras 
del fenotipo de sensibilidad a JA de jin1-2 en raíz. Este escrutinio genético ha llevado a 
la identificación de once candidatos potenciadores, que incrementan la insensibilidad a 
la hormona de myc2 sin llegar al grado de insensibilidad de coi1. Los mutantes jie están 
afectados fenotípica y molecularmente en las respuestas a JA pero no en su síntesis, por 
lo tanto, deben ser mutantes o bien de señalización o bien de ejecución de la respuesta. 
Siete de los once mutantes jie han sido identificados por mapeo y/o secuenciación 
de genes candidatos. Cuatro mutantes jie corresponden a mutaciones en las secuencias 
codificantes de los genes EIR1 (jie1-1 y jie1-2) y ERS1 (jie5-1 y jie5-2). jie3, jie4 y jie7 se 
corresponden con mutaciones en los genes EIN2, ETR1 y AUX1, respectivamente.  ERS1 
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y ETR1 son receptores de ET y EIN2 es un regulador positivo de la señalización de ET que 
actúa secuencialmente después de los receptores. AUX1 y EIR1/PIN2 son transportadores 
implicados en la entrada y salida de auxinas en la célula. Las mutaciones responsables 
del fenotipo de los mutantes jie afectan, por tanto, a genes relacionados con la ruta de la 
señalización de ET y a genes que codifican para transportadores de entrada y salida de 
auxina en las células. Estos resultados indican que ET y auxinas median la inhibición del 
crecimiento de la raíz causada por JA. Los datos genéticos sugieren que el JA, a través 
de la señalización de ET, afectaría el transporte y redistribución de auxinas bloqueando 
la elongación de la raíz (Figura 4.2). La interacción cooperativa entre ET y auxinas en el 
control del crecimiento de la raíz está bien documentada (Ruzicka y col., 2007; Stepanova 
y col., 2007; Swarup y col., 2007). Las dos hormonas alteran la morfología de la raíz 
afectando a la expansión celular y promoviendo la elongación de los pelos radiculares. 
Además, muchos mutantes que son resistentes a ET en la raíz son también resistentes 
a auxina y viceversa (Stepanova y col., 2005; Stepanova y col., 2007; Strader y col., 
2010). Por otra parte, la señalización por ET modula el transporte basipétalo (raíz-tallo) y 
acropétalo (tallo-raíz) de auxinas (Ruzicka y col., 2007; Negi y col., 2008). 
Inhibición del 
crecimiento de la raíz 
JA 
ET 
Auxina 
¿  ? 
JA 
MYC2 
Inhibición del 
crecimiento de la raíz 
Figura 4.2. La señalización de ET, el transporte de auxinas y otros mecanismos 
desconocidos median la inhibición del crecimiento de raíz provocada por JA.
Los mutante jie que incrementan la insensibilidad a JA en raíz de jin1-2/myc2 
son elementos de  la señalización de ET y transportadores de auxina, por lo tan-
to, ambos procesos median la inhibición del crecimiento de la raíz causada por JA. 
Aunque los resultados obtenidos en este trabajo apuntan hacia la existencia de 
una cascada hormonal (JA-ET-auxina) en la inhibición del crecimiento de la raíz, no se 
puede descartar una relación directa entre las rutas del JA y la auxina en el control de 
esta respuesta. En este sentido, varios trabajos han demostrado una conexión directa 
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entre las ruta de señalización de JA y la biosíntesis y relocalización de auxinas tanto en la 
respuesta agravitrópica de la raíz primaria como en la formación de raíces laterales (Sun y 
col., 2009; Sun y col., 2011). Por un lado, el JA modularía los flujos de auxina afectando la 
distribución y acumulación de la proteína PIN2 (Sun y col., 2011). Por otro, el JA afectaría 
a la biosíntesis de auxinas en el tejido radicular a través de la inducción del gen ASA1 
condicionando la formación de raíces secundarias (Sun y col., 2009). 
Puesto que ninguno de los mutantes jie alcanza el grado de insensibilidad que 
presenta coi1, debe existir un mecanismo independiente de ET y auxinas que explique la 
inhibición de crecimiento de raíz por JA. En este sentido, se ha descrito que el JA regula el 
ciclo celular inhibiendo la división celular, lo que podría contribuir, junto con la elongación 
celular regulada por ET y auxinas, a la inhibición del crecimiento de raíz por JA (Pauwels 
y col., 2008; Zhang y Turner, 2008). Así, el triple mutante myc2 myc3 myc4, obtenido y 
caracterizado en esta tesis, presenta mayor insensibilidad a JA que jin1-2, lo que indica 
que MYC3 y MYC4 tienen función parcialmente redundante con MYC2 en la regulación de 
la inhibición del crecimiento de raíz por JA. 
A pesar de que los datos genéticos evidencian una cooperación de las rutas de 
JA y ET en la raíz, sin embargo, la producción de antocianinas en respuesta a JA en los 
mutantes jie confirma el antagonismo entre ambas hormonas en la parte aérea descrito 
previamente por Lorenzo y col., 2004. Tanto el mutante jie3/ein2 jin1-2 como los mutantes 
sencillos, etr1 y ein2 -5, producen más antocianinas en respuesta a JA que sus respectivos 
controles, jin1-2 y Col-0.  Esta diferencia en la relación que se establece entre dos rutas 
hormonales dependiendo del tejido de la planta pone de manifiesto la complejidad de la 
redes hormonales y de la plasticidad de las relaciones entre sus componentes.
En definitiva, en este trabajo se han identificado una serie de genes que modulan la 
respuesta a JA en distintos procesos en Arabidopsis. Los FT MYC3 y MYC4 a través de su 
interacción con los represores JAZ regulan positivamente la expresión génica en respuesta 
a JA y los procesos de defensa frente a herbívoros. AtAIB (y probablemente bHLH003 
y bHLH013) es una diana directa de los JAZ que podría regular positivamente algunas 
respuestas a la hormona. Por último, la inhibición del crecimiento de la raíz provocada por 
JA está mediada parcialmente por la ruta de señalización de ET (ETR1, ERS1 y EIN2) y por 
el gradiente de auxinas establecido por los transportadores EIR1 y AUX1. Además, otros 
mecanismos todavía por descubrir, deben contribuír a tal inhibición, ya que, la señalización 
por ET y el transporte de auxinas sólo explican una parte de esta respuesta a JA.
DISCUSIÓN
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1. Los FTs MYC3, MYC4, AtAIB, bHLH003 y bHLH013, filogenéticamente cercanos a 
MYC2, son nuevas dianas directas de los represores JAZ
2. El dominio JID, situado hacia el extremo amino terminal, es la región de las proteínas 
MYC suficiente y necesaria para su unión a los represores JAZ. 
3. Los FTs MYC3, MYC4 y AtAIB se unen a la caja G con afinidad y especificidad de unión 
similares a MYC2, y son reguladores positivos de la respuesta a JA.
4. Los FTs MYC3 y MYC4 forman homo- y heterodímeros entre sí y con MYC2. Estas tres 
proteínas bHLH actúan de manera redundante en el control de las respuestas a JA. MYC3 
y MYC4 tienen un papel preponderante en las respuestas de defensa frente a herbívoros 
y patógenos mediadas por la hormona y MYC2 juega un papel esencial en la inhibición del 
crecimiento de raíz provocada por JA. 
5. La especificidad de respuesta a JA en el caso de los FTs MYC3 y MYC4 está determinada 
fundamentalmente por sus patrones de expresión tisular. 
6. La proteína AtAIB interacciona in vivo e in vitro con las proteínas bHLH003 y bHLH013 
pero no interacciona con MYC2, MYC3 y MYC4 in vivo, por lo tanto, AtAIB, bHLH003 y 
bHLH013 podrían constituir un nuevo clúster de FTs que regulan un determinado conjunto 
de respuestas a JA. 
7. El JA reprime la expresión génica del genoma del cloroplasto. Este efecto de la hormona 
está mediado por el FT AtAIB. 
8. Los mutantes jie incrementan el fenotipo de insensibilidad a JA en la raíz de jin1-2/myc2 
y presentan alteraciones en la expresión génica en respuesta a la hormona.
9. Los mutantes jie identificados son elementos relacionados con la señalización de ET 
(ERS1, ETR1, EIN2) y con el flujo de entrada y salida de auxina en las células (EIR1 y 
AUX1), lo que sugiere que la inhibición del crecimiento de la raíz provocada por JA está 
mediada, en parte, por la activación de la ruta de señalización de ET y la movilización de 
flujos de auxina en la raíz de Arabidopsis.
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6.  MATERIALES Y MÉTODOS 
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6.1. Material biológico.
6.1.1. Estirpes microbiológicas.
Escherichia coli DH5α (Woodcock y col., 1989), E. coli BL21pLysS (Novagen), 
Agrobacterium tumefaciens C58C1 (Yanofsky y Nester, 1986) y Saccharomyces cerevisiae 
AH109 (James y col., 1996).
6.1.2. Plásmidos.
Plásmidos con origen de replicación de E. coli: pDONR201, pDONR207 y pDONR221 
(Invitrogen, www.invitrogen.com). Plásmidos para expresión de proteínas en procariotas: 
pMAL-c2X, modificado para ser compatible en clonajes por recombinación homóloga 
mediante la inserción de un cassette de clonaje Gateway en el MCS (New England Biolabs, 
www.neb.com). Plásmidos binarios: pGWB3, pGWB5, pGWB14 (Nakagawa y col., 2007). 
Plásmidos para levaduras pDEST22 y pDEST32 (Invitrogen) y pGADT7 y pGBKT7, ambos 
modificados para ser compatibles en clonajes por recombinación homóloga mediante la 
inserción de un cassette de clonaje Gateway en el MCS (Clontech, www.clontech.com). 
Plásmidos para experimentos de purificación en tándem de proteínas, pKCTAP (con las 
correspondientes colas en el extremo C-terminal de la proteína), y pKNGSTAP (fusion 
N-terminal) (Van Leene y col.,2008).
6.1.3. Material vegetal.
El fondo genético de las plantas silvestres, mutantes (EMS o líneas de inserción de 
ADN-T procedentes de stocks GABI-KAT, www.gabi-kat.de y de stocks SALK, www.salk.
edu) y líneas transgénicas usadas a lo largo de este trabajo es Arabidopsis thaliana L. Heynh, 
ecotipo Columbia-0 (Col-0). Líneas mutantes EMS: jasmonate-insensitive-1-enhancers (1-
1, 1-2, 3, 4, 5-1, 5-2, 6, 7, 8, 9, 10 y 11),  jin1-2, coi1-1, aux1-1, eir1, ein2-5, ein3-3, etr1. 
Líneas de inserción de ADN-T GABI-KAT:  myc3 (GK445B11), myc4 (GK491E10) y ataib 
(SALK_ 087068 y GK285E09). Las líneas de dobles myc2 myc3, myc2 myc4, myc3 myc4, 
myc2 ataib (a y b) y triples myc2 myc3 myc4 (a y b) mutantes fueron generadas mediante 
cruzamientos entre las correspondientes líneas parentales homocigotas de mutantes 
sencillos o dobles (en el caso de los triples mutantes). Las progenies segregantes F2 de 
estos cruces fueron genotipadas por PCR y se seleccionaron las plantas homocigotas 
para cada gen (Fernández-Calvo y col., 2011). Además se han empleado el mutante myc2/
jin1-2 descrito con anterioridad en Lorenzo y col., 2003 y generado en nuestro laboratorio, 
coi1-1 donado por J. Turner, y la línea de sobreexpresión 35S:MYC2-GFP generada en 
nuestro laboratorio y descrita previamente en (Chini y col., 2009).
Se han empleado asimismo, células en suspensión de Arabidopsis (PSB-D) en los 
experimentos de purificación en tándem de proteínas y también plántulas de tres semanas 
de Nicotiana benthamiana en los experimentos de expresión transitoria y posterior co-
inmunoprecipitación de proteínas (Van Leene y col., 2008; Fernández-Calvo y col., 2011).
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6.2. Tipos de cultivos.
6.2.1. Cultivo de microorganismos.
Para el crecimiento de estirpes bacterianas se utilizó el medio de cultivo LB, tanto 
líquido como sólido (Sambrook y col., 1989), con los requerimientos correspondientes según 
el caso. La temperatura de crecimiento fue de 37ºC para E. coli y 28ºC para A. tumefaciens. 
El crecimiento en medio líquido se realizó a 250 rpm y la medida del crecimiento a una 
DO600. 
Para el cultivo de levaduras se utilizaron los medios de cultivo YPD y YSD 
(Clontech) tanto en sólido como en líquido con los requerimientos nutricionales necesarios 
en cada caso. La temperatura de crecimiento fue de 30ºC. El crecimiento en medio líquido 
se realizó a 250 rpm y la medida del crecimiento a una DO600.
6.2.2. Cultivo de plantas.
6.2.2.1. Cultivo in vitro de Arabidopsis.
Las semillas fueron esterilizadas con el gas producido por la mezcla de 50 ml de 
lejía con 3,5 ml de HCl y vernalizadas en agua durante 3 días a 4ºC. El cultivo in vitro de las 
diferentes líneas silvestres, mutantes o transgénicas se realizó en medio Johnson al 0,7% 
de agar suplementado con sacarosa al 1% y fosfato inorgánico 1mM (Lorenzo y col., 2003). 
En el caso de experimentos para testar la sensibilidad frente a hormonas se suplementó 
el medio con la concentración de hormona adecuada a cada tratamiento, JA desde 1 a 
50 µM, coronatina 0,1, 0,5 o 1 µM, ACC 10 µM, NAA 0,6 o 1 µM, IAA 1 o 10 µM, ABA 1 
o 2 µM, 6-bencilaminopurina 1 µM, GA3 10 µM y brasinólido 2 µM (Sigma-Aldrich, www.
sigmaaldrich.com).  Las plantas se crecieron a 210C en ciclos de 16 horas de luz y 8 horas 
de oscuridad durante 8-14 días. Las plantas crecidas en presencia de ACC se mantuvieron 
en oscuridad protegidas de la luz con papel de aluminio durante 3-4 días.
Las semillas de coi1-1 usadas tanto en ensayos in vitro como en tierra, por tratarse 
de un mutante estéril que ha de mantenerse en heterocigosis, fueron seleccionadas in vitro 
en presencia de JA 50 µM.
6.2.2.2. Cultivo en sustrato de Arabidopsis.
La siembra se realizó directamente en una mezcla de sustrato universal y vermiculita 
(3:1). Tras la estratificación (3 a 5 días), las plantas crecieron a 22 ºC de temperatura y 60 
% de humedad en el invernadero en un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 de oscuridad o 
en cámaras climáticas con un régimen lumínico de 8 horas de luz y 16 de oscuridad.
6.2.2.3. Cruzamiento de Arabidopsis.
Las plantas de Arabidopsis se cruzaron emasculando las flores receptoras antes 
de que maduraran sus anteras y frotando su estigma con uno o varios estambres maduros 
de la plantas polinizadoras. Los frutos resultantes se recogieron individualmente y en su 
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descendencia se analizó la segregación. 
6.3. Mutagénesis química de semillas de  Arabidopsis.
105 semillas del mutante jin1-2/myc2 de Arabidopsis thaliana se hidrataron en 
una solución de 0,1% de Tween 20 en agua durante 5 minutos. Después se trataron con 
una solución del compuesto mutagenizante EMS (del inglés “methanesulfonic acid ethyl 
ester”, Sigma-Aldrich) al 0,3% en agua (v/v) durante 16 h en agitación. Posteriormente, 
las semillas se lavaron con agua 14 veces durante 8 minutos en agitación. Finalmente, 
las semillas se pasaron a un nuevo matraz con 200 ml de agarosa al 0,15% y se dejaron 
durante 4 días a 4ºC. Al cabo de este tiempo las semillas fueron sembradas en una mezcla 
de tierra:vermiculita (3:1) en distintas bandejas que se colocaron en el invernadero en 
condiciones de 16 h de luz /8 h de oscuridad y 21 ºC de temperatura. A las 4 semanas se 
recogieron las semillas T1 que se usaron para un escrutinio genético en presencia de JA. 
J.M. Chico y S. Fonseca realizaron la mutagénesis de semillas jin1-2 en el laboratorio.
6.4. Métodos de transformación.
6.4.1. Transformación de microorganismos.
La transformación de células competentes de E. coli y A. tumefaciens con ADN 
plasmídico se realizó mediante choque térmico (Sambrook y col., 1989 y An y col., 1988). 
Las células competentes y transformación de S. cerevisiae con ADN plasmídico se realizó 
según el protocolo de Clontech (Yeast Protocols Handbook) con las variaciones descritas 
en Chini y col., 2009; Fernández-Calvo y col., 2011). 
6.4.2. Transformación de Arabidopsis.
La transformación de Arabidopsis se realizó a través de las inflorescencias de 
plantas cultivadas en tierra durante 5 semanas en el momento en el que presentaban el 
mayor número posible de meristemos apicales (botones florales). Se utilizó el método de 
infiltración por vacío con una suspensión de A. tumefaciens portadora de la construcción 
de interés en medio 0,5X MS suplementado con sacarosa (5%), BAP (11 ng/mL) y agente 
surfactante Silwet L-77 (0,02%) (Clough y Bent, 1998). La selección de plantas transgénicas 
se llevó a cabo en medio 0.5X MS al cual se añadieron los antibióticos correspondientes 
incluída la cefalosporina claforan para evitar el crecimiento de A. tumefaciens.
6.5. Manipulación de ácidos nucleicos.
6.5.1. ADN.
6.5.1.1. Extracción de ADN.
La extracción de ADN en plántulas crecidas in vitro o en hojas de roseta de plantas 
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de 3 semanas crecidas en tierra se realizó de acuerdo con el protocolo establecido por 
Doyle y Doyle, (1990).
6.5.1.2. Genotipado de líneas mutantes de inserción de ADN-T. 
La identificación de líneas homocigotas para la inserción de ADN-T responsable 
de la mutación de los genes MYC3, MYC4 y AtAIB en los mutantes myc3, myc4 y ataib 
se llevó a cabo mediante la combinación de dos PCRs, según se describe en la figura. 
Se confirmó la presencia de la inserción mediante PCR con un oligonucleótido específico 
del gen (Apéndice Tabla 8.2) y otro que amplificaba desde el borde izquierdo de la 
inserción, señalados como oligonucleótidos 1 y LB en la ilustración. Además, con dos 
oligonucleótidos específicos del gen (Apéndice Tabla 8.2) situados a ambos lados de la 
inserción y rotulados como oligonucleótidos 2 y 3 en la figura, se comprobó que la inserción 
impedía la amplificación de la secuencia WT.
ATG STOP 
LB  oligo 
1 2 3 
1, 2 y 3  oligos específicos del gen 
6.5.1.3. Aislamiento, purificación y análisis de ADN.
El aislamiento y purificación de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa 
se realizó según Qiaquick Gel Extraction Kit (Qiagen, www.qiagen.com) o High Pure PCR 
Product Purification Kit y High Pure PCR Cleanup MicroKit (ambos de Roche, www.roche.
com). El ADN plasmídico de bacterias se extrajo mediante lisis alcalina, utilizando Wizard 
Plus SV Minipreps (Promega, www.promega.com) y HiSped Plasmid MidiKit  (Qiagen) para 
mini- y midi-preparaciones, respectivamente. En todos los casos el ADN se cuantificó tanto 
en gel de agarosa como por espectrofotometría (Nanodrop, www.nanodrop.com).
La amplificación de fragmentos de ADN se realizó mediante PCR (Sambrook y 
col., 1989). Para ello se utilizó la polimerasa termoestable Taq (Roche) siguiendo las 
especificaciones del fabricante, y usando los oligonucleótidos necesarios en cada caso.
Para la separación de fragmentos de ADN se utilizaron geles horizontales de 
agarosa (0,8-2,5%) con bromuro de etidio (0,4 µg/mL) en tampón TE (Tris 50 mM, EDTA 1 
mM) y se resolvieron a 80-100 V. 
6.5.2. ARN.
6.5.2.1. Extracción de ARN.
Los ARNs fueron extraídos utilizando Trizol (Invitrogen) según instrucciones del 
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fabricante. En breve, cada muestra de 200 mg de plántulas crecidas in vitro o tejido de 
hojas de Arabidopsis cultivadas en sustrato fue primero homogenizada en nitrógeno líquido 
hasta polvo y luego mezclada por agitación con 900 µl de reactivo Trizol. Posteriormente, 
se añadieron 180 µl de cloroformo por vial, las muestras se agitaron y se centrifugaron 
a 4ºC y 12.000 g. Se recuperó el sobrenadante de cada vial y se precipitó durante 12 h 
a 4ºC con isopropanol. Una vez precipitadas, las muestras se centrifugaron y se lavaron 
con etanol al 75%. El pellet se dejó secar durante 20 min. Transcurrido ese tiempo se 
resuspendió en 40 µl de agua libre de RNAsas, se calentó durante 10 min a 65ºC y se 
incubó durante 1 h a 4ºC para facilitar la solubilización del ARN. Al finalizar la incubación en 
frio, las muestras se centrifugaron y se recuperó el sobrenadante (ARN) que se cuantificó 
mediante espectrofotometría a 260/280 nM.
6.5.2.2. Experimentos de hibridación “northern-blot”.
Los geles para los ensayos tipo “northern” se realizaron según Sambrook y col. 
(1989). Como tampón de electroforesis se utilizó MOPS 1X. La mezcla de carga consistió 
en MOPS 1X, formamida (50%), formaldehido (5,9%), azul de bromofenol (0,4 mg/mL) y 
EtBr (0,4 µg/mL). Posteriormente, el ARN se transfirió a filtros de nylon o nylon+ mediante 
capilaridad. En cada caso se cargaron entre 5-10 µg de ARN por muestra.
Los fragmentos de ADN que se emplearon como sondas se marcaron radiactivamente 
con 30 µCi de [α-32P]dCTP, utilizando el kit RediprimeII Random Primed DNA Labelling 
(Amersham, www.amersham.com). Posteriormente, las sondas se purificaron en columnas 
MicroSpin S-200 HR (Amersham). La hibridación se realizó según Church y Gilbert (1984) 
a 65ºC en todos los casos. Los lavados tras la hibridación se realizaron a 65ºC con las 
soluciones 2X SSC-1% SDS; 1X SSC-1% SDS y 0,5X SSC-1% SDS. Para limpiar los 
filtros de sonda caliente y poder hibridar con nuevas sondas se hizo un protocolo de lavado 
en SDS al 0,5%. La solución se calentó hasta hervir, entonces se sumergió la membrana 
y se dejó enfriar en agitación hasta alcanzar la temperatura ambiente.
Las sondas utilizadas fueron: PDF1.2 y VSP2 (Lorenzo y col.,2003). 
6.5.2.3. RT-PCR cuantitativa.
Los experimentos de RT-PCR cuantitativa fueron realizados con ARN extraído a 
partir de plántulas de 8 días tratadas con JA 50 µM durante 1, 6 ó 24 h o plantas control 
sin tratar (dimetilformamida, DMF) durante los mismos tiempos. En cada ensayo se 
recogieron 3 replicados biológicos (tejido mezclado de 15-20 plántulas procedentes de 
distintas placas de cultivo in vitro). La extracción de ARN se realizó con el reactivo Trizol 
(Invitrogen) en combinación con las columnas para limpieza de ácidos nucleicos RNeasy 
mini kit y el enzima DNase I (ambos de Qiagen). Así se obtuvo un ARN de alta calidad y 
sin contaminación de ADN genómico para posteriores análisis. El ADN complementario fue 
sintetizado a partir de 0,5-1 µg de ARN total con High-capacity cDNA Reverse Transcription 
Kit (Applied Biosystems,http://www.appliedbiosystems.com). El ADNc de cada muestra se 
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diluyó 10 veces y 5 µl de esta dilución se emplearon para amplificar JAZ10 (1 h tratamiento), 
VSP2 (6 h tratamiento), PDF1.2 (24 h tratamiento), MYC3, MYC4 (1, 6 y 24 h tratamiento) 
AtAIB (15 min y 1 h tratamiento) y MYC2 (15 min, 1, 6 y 24 h tratamiento) y el gen de control 
interno ACTINA 8 usando el agente intercalante Power SYBR Green (Applied Biosystems). 
Las secuencias de los oligonucleótidos empleados en la amplificación están en la Tabla 
8.2 del Apéndice. La PCR cuantitativa se hizo en placas de 96 pocillos adaptadas para 
lectura óptica  en el termociclador 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems). Las 
condiciones de amplificación fueron las siguientes: un paso inicial a 50ºC 120 segundos y 
95ºC 10 min y 40 ciclos de 95ºC 15 segundos y 60ºC 60 segundos. El análisis de datos que 
se muestra se hizo usando tres replicados técnicos de una muestra biológica (resultados 
similares se han obtenido con los otros replicados biológicos).
6.6. Escrutinio fenotípico y cartografía génica.
Semillas del mutante jin1-2 de A. thaliana  mutagenizadas químicamente con EMS 
se crecieron en placas de medio Jonhson suplementado con JA 50 µM. Se analizó el 
fenotipo de inhibición de crecimiento de raíz en presencia de JA en búsqueda de plantas 
que presentasen un tamaño de raíz  mayor que  la raíz de jin1-2. La cartografía génica de 
baja resolución de los individuos F2 recombinantes se realizó en la División de Genética de 
la Universidad Miguel Hernández (Alicante) de acuerdo al protocolo establecido por Ponce 
y col. (1999). Esta  cartografía de baja resolución definió un intervalo donde se identificó un 
gen candidato que explicaba el fenotipo mutante en el caso de jie1-1, jie1-2 y jie7. En los 
mutantes jie5-1, jie5-2 y jie8 se necesitó una cartografía de mayor resolución para definir 
un intervalo con posibles genes candidatos. Esta segunda cartografía se hizo con una 
serie de microsátelites diseñados por M. R. Ponce en la zona de ligamiento.  
El ADN genómico correspondiente a los genes candidatos fue amplificado por PCR 
y se confirmó o descartó la presencia de mutaciones en el mismo por secuenciación. 
6.7. Hibridaciones con micromatrices (“microarrays”).
6.7.1. Determinación de motivos de unión al ADN.
Las especificidades de unión al ADN de MYC3, MYC4 y AtAIB se determinaron 
usando el “microarray” de unión a proteínas (PBM11) recientemente descrito por Godoy 
y col.,  (2011). En breve 1 µg de proteína recombinante MBP-MYC3, MBP-MYC4 o MBP-
AtAIB se incubó 2,5 h a temperatura ambiente con la micromatriz PBM11, que contiene 
todas las posibles combinaciones de secuencias de 11 pb de doble cadena (~4.2 millones 
de secuencias) combinadas en ~240,000 oligonucleotidos (cada uno de ellos en un punto 
en la micromatriz). Después de seis lavados (tres en PBS + 1% Tween 20 y tres en PBS 
+ 0,01% de Triton X-100) , los microarrays fueron incubados con un anticuerpo primario 
frente a MBP (Abcam, http://abcam.com/) durante 16 h a 25ºC. Posteriormente, se lavaron 
usando PBS + 0.05% Tween 20 y PBS + 0.01% Triton X-100 y se incubaron con el anticuerpo 
secundario acoplado al fluoróforo DyLight 549 (Pierce, http://www.piercenet.com/). Los 
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cristales se escanearon a 5 µm en un escaner GenePix 4000B (Axon Instruments, www.
axon.com). Las intensidades de señal fueron cuantificadas con el software GenePix Pro 5.1 
(Axon Instruments). Todos los pasos (síntesis in situ de ADN de doble cadena, incubación 
y lavados de las proteínas recombinantes y anticuerpos, escaneado, cuantificación y 
determinación de los motivos en el ADN fueron realizados como se ha descrito en Godoy 
y col. (2011). Estos experimentos se han llevado a cabo en colaboración con el Servicio de 
Genómica del Centro Nacional de Biotecnología.
6.7.2. Análisis transcriptómico.
Para la hibridación de las micromatrices se emplearon plántulas de 8 días post-
germinación tratadas durante 6 horas con JA a concentración 50 µM. Los ARNs se 
extrajeron con reactivo Trizol (Invitrogen) y se purificaron con columnas RNeasy mini 
kit (Qiagen) según instrucciones del fabricante. El ARN total (1 µg de cada muestra) se 
amplificó y para permitir el posterior marcaje con fluoróforos se le incorporó aminoalil-UTP 
(aa-dUTP, Ambion) usando el kit MessageAmpTM II aRNA kit (Ambion). Posteriormente, 3,5 
µg de cada muestra fueron solubilizados en Na2CO3 (0,1 M, pH 9.0) y conjugados con los 
fluoróforos Cy3 o Hyper 5 Mono NHS Ester (CyTMDye Post-labelling Reactive Dye Pack, 
Amersham). Las muestras fueron luego purificadas con MegaclearTM (Ambion) según 
instrucciones del fabricante. La incorporación de los fluoróforos al ácido nucleico se midió 
en un espectofotómetro de tipo Nanodrop (Nanodrop Technologies Inc.). La preparación e 
hibridación de las sondas se llevó a cabo de acuerdo a las indicaciones del manual Two-
Color Microarray Based Gene Expression Analysis Manual Ver. 5.7, Agilent Technologies. En 
breve, para cada hibridación 825 ng de sondas marcadas con Cy3 e Hyper 5 se mezclaron 
y se añadieron a una solución que contenía  a 11 ul de agente bloqueante 10x y 2,2 ul de 
tampón de fragmentación 25x en 55 ul de volumen final de agua libre de nucleasas. La 
mezcla se incubó a 60ºC durante 30 minutos para fragmentar el RNA y se paró la reacción 
con tampón de hibridación 2x. Las muestras se pusieron en hielo e inmediatamente se 
cargaron en los arrays que se hibridaron a 65ºC durante 17 horas y se lavaron una vez 
en tampón de lavado GE 1 a temperatura ambiente (1 minuto) y una vez en tampón de 
lavado GE 2 a 37ºC (1 minuto). Los arrays se secaron mediante centrifugación a 2000 
rpm durante 2 minutos. Los cristales usados fueron Agilent Arabidopsis Oligo Microarrays 
4x44K (ref. 021169). 
Las imágenes de los canales Cy3 e Hyper5 fueron equilibradas y capturadas con 
un escáner GenePix 4000B (Axon) y la cuantificación de las intensidades de los spots se 
llevó a cabo con el software GenPix (Axon). Los cambios de expresión para cada sonda 
se analizaron estadísticamente utilizando el método RankProduct (Breitlling y col., 2004). 
Este método establece un orden en función de la intensidad de cada punto en el conjunto 
del “microarray”  y hace un análisis estadístico con un p-valor con objeto de comprobar si 
los valores de cada punto reflejan una expresión diferencial de los genes. Los valores P 
(<0,05%) se corrigieron usando el método descrito por Benjamini y Hochberg (1995) para 
controlar la tasa de falsos positivos (FDR).  Para la visualización y evaluación de los datos 
obtenidos se empleó el programa FIESTA htt://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/FIESTA.
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Las hibridaciones de los arrays y el análisis estadístico de los datos se ha llevado 
a cabo en el Servicio de Genómica del Centro Nacional de Biotecnología ( Breitling y col., 
2004; Smyth, 2004).
6.8. Clonación.
6.8.1. Clonación para expresión en levaduras.
Las secuencias codificantes de MYC3 (At5g46760), MYC4 (At4g17880), BHLH028 
(At5g46830), AtAIB (At2g46510), bHLH003 (At4g16430) y bHLH013 (At1g01260) con 
codón stop y derivados truncados de MYC2 (MYC2-mid166-444 , MYC2N1-204 , MYC2Nt55-204, 
MYC2-D55-99,  MYC2-D93-160) y MYC3 (MYC3-D44-87 y MYC3-D82-141 ) fueron amplificados con 
el enzima Expand High Fidelity polymerase empleando oligonucleótidos compatibles con 
el sistema de clonaje por recombinación Gateway (Apéndice Tabla 8.2). Los productos de 
PCR fueron clonados en el vector pDONR207 usando el kit Gateway BP II (Invitrogen) y 
se verificaron por secuenciación. Las construcciones de MYC3, MYC4, BHLH028 AtAIB 
y bHLH013 se recombinaron con vectores destino de bajo número de copias de tipo 
pDEST22  (con el de activación (AD) de GAL4) usando el kit de Gateway LR II (Invitrogen) 
y fueron verificadas por secuenciación. La secuencia codificante completa de bHLH003 y 
los derivados truncados de MYC2 y MYC3 en pDONR207 se recombinaron en reacciones 
LR Gateway (Invitrogen) en combinación con vectores destino de alto número de copias 
de tipo pGADT7gateway (AD GAL4) y pGBKT7gateway (BD GAL4) (Chini y col., 2007). 
Las construcciones de las proteínas JAZ1 a 12 en pDEST32 (bajo número de copias) y 
pGBKT7gateway (alto número de copias) y los derivados truncados de MYC2, MYC2∆C1-333 
y  MYC2∆N181-623 se describieron previamente en (Chini y col., 2007, Chini y col., 2009). 
6.8.2. Clonación en vectores binarios.
Para generar plantas transgénicas que expresasen MYC3, MYC4, AtAIB y bHLH003 
en fondo Col-0 o jin1-2, las secuencias codificantes completas, con o sin codón stop, de 
MYC3, MYC4, AtAIB y bHLH003 fueron amplificadas con el enzima Expand High Fidelity 
polymerase, empleando oligonucleótidos compatibles con el sistema de clonación por 
recombinación Gateway (Apéndice Tabla 8.2). Los productos de PCR fueron clonados 
en el vector pDONR207 usando el kit Gateway BP II  y se verificaron por secuenciación. 
Estos plásmidos se recombinaron con los vectores destino pGWB5 (fusion C-terminal de 
la proteína GFP, proteína verde fluorescente) y pGWB14 (fusion C-terminal del epítopo HA, 
proteína de la hemaglutinina; Mita et. al, 1995) usando el kit de Gateway LR II, dando lugar 
a  35S:MYC3, 35S:MYC3-GFP, 35S:MCY3-HA, 35S:MYC4, 35S:MYC4-GFP, 35S:MYC4-
HA, 35S:AtAIB-GFP, 35S:AtAIB-HA y 35S:bHLH003-HA
Para obtener plantas transgénicas que expresaran el reportador GUS bajo el 
control del promotor de MYC3, MYC4 y AtAIB, se amplificaron las regiones promotoras de 
estos genes (2028, 1549 y 2574 pb, respectivamente, aguas arriba del ATG e incluyendo 
los 30 primeros nucleótidos de cada uno de ellos) usando el enzima polimerasa Expand 
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High Fidelity Polymerase con oligonucleótidos apropiados (Apéndice Tabla 8.2). Los 
productos de PCR se clonaron en el vector pENTR/D-TOPO (Invitrogen) y se verificaron 
por secuenciación. Estos clones se recombinaron con el vector destino pGWB3 (Mita 
y col., 1995) mediante el enzima LR II, de modo que, se generaron las construcciones: 
pMYC3:GUS, pMYC4:GUS y pAtAIB:GUS.
6.8.3. Clonación para expresión de proteína recombinante en E. coli.
Las fusiones traduccionales a MBP (del inglés “MALTOSE BINDING PROTEÍN”) 
de las proteínas JAZ1-12 (Chini y col., 2009),  MYC2,  MYC3, MYC4 y AtAIB (MBP-
PROTEÍNA) se obtuvieron clonando sus correspondientes secuencias codificantes en el 
vector pMAL-c2 (New England Biolabs) mediante la tecnología de recombinación Gateway 
(Invitrogen). Las secuencias codificantes de tales proteínas se introdujeron en el vector 
pDONR207 empleando los oligonucleótidos adecuados como se ha descrito previamente 
en el apartado “Ensayos de dos híbridos en levadura” (Apéndice Tabla 8.2). Los insertos 
recombinantes se verificaron por secuenciación y se transformaron en la cepa de E. coli 
BL-21. 
6.8.4. Clonación para fusiones TAP de proteínas de interés.
La clonación de los transgenes que codificaban fusiones al epítopo CS (dos 
dominios de unión a IgG de la proteína G + dos sitios de corte de TEV + un péptido de unión 
a estreptavidina) bajo el control del promotor constitutivo 35S CaMV y la transformación 
de células en suspensión de Arabidopsis se realizó como se ha descrito previamente (Van 
Leene y col., 2007; Tabla 2 del Apéndice). 
6.9. Ensayo de dos híbridos en levadura.
Para evaluar las interacciones entre proteínas, los plásmidos correspondientes 
se co-transformaron en células de Saccharomyces cerevisiae cepa AH109 siguiendo 
protocolos estándar de transformación por choque térmico (Clontech; Chini y col., 2009). 
Las colonias transformadas con éxito se identificaron en medio sintético de crecimiento 
de levaduras carente de Leu y Trp. 3 días después de la transformación las colonias se 
crecieron en medio líquido selectivo carente de Leu y Trp durante 6h a 30ºC en agitación. 
La DO se ajustó a 3 x 107 cells mL -1 (DO600=1).  Para testar la interacción entre proteínas, 
una muestra de 3,5 µL por cada transformación se plaqueó en medio carente de Leu, Trp, 
Ade e His (-4) suplementado, en este caso, con 3 mM 3-aminotriazol (asimismo se llevó 
un control de crecimiento en medio carente de Leu y Trp (-2)). Las placas se incubaron 
por períodos de entre 2 y 4 días para ver la interacción. Los vectores vacíos pDEST22 o 
pDEST32 o bien pGADT7gateway o pGBKT7gateway se usaron como controles negativos 
de las interacciones.
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6.10. Tecnología de proteínas.
6.10.1 Expresión y purificación de proteínas. 
La expresión y purificación de las proteínas recombinantes se hizo de acuerdo con 
el protocolo establecido por el fabricante (Sistema de purificación pMAL, New England 
Biolabs). En breve, 250 ml de cultivo de E. coli BL-21 (transformada con un vector que 
expresa el gen que codifica para la proteína de interés fusionada a MBP)  a DO600=1 (3 x 10
7 
cells mL-1) fueron inducidos con IPTG 0,1 mM en agitación a temperatura ambiente durante 
el tiempo apropiado para la inducción óptima de cada proteína establecida empíricamente 
(en general 5 horas para las proteínas JAZ y 3 horas para las proteínas MYC). Los cultivos 
inducidos se centrifugaron y el pellet se diluyó en tampón de ruptura Tris pH 7,4, NaCl 200 
mM, EDTA 1mM glicerol 10% y PMSF 1mM y se sonicó (5 x 15 segundos) hasta conseguir 
una mezcla homogénea. Se centrifugó a 12.000 g durante 25 min y el sobrenadante se 
incubó 2h a 4ºC en un rotor giratorio con 600 µL de resina de amilosa (Biolabs, www.biolabs.
com) previamente pipeteada en el interior de una columna (Poly-Pre Chromatography 
Column, Bio-Rad, www.bio-rad.com) y acondicionada con tampón de ruptura sin PMSF. 
Finalizada la incubación se dejó eluir el sobrenadante, se realizaron varios lavados con 
tampón de ruptura (3-5) y la resina con la MBP-proteína quedó lista para su uso.
6.10.2. Experimentos de “Pull-Down”.
Las proteínas de fusión MBP-JAZ y MBP-MYC se generaron como se describió en 
el párrafo anterior y previamente en Chini y col., 2009 y Fonseca y col., 2009a. Plántulas 
de Arabidopsis silvestres y transgénicas que expresaban 35S:MYC3-HA, 35S:MYC4-GFP, 
35S:AtAIB-HA y 35S:bHLH003-HA se maceraron en nitrógeno líquido y se homogenizaron 
en tampón de extracción (Tris-HCl pH 7.4 50 mM , NaCl 80 mM , glicerol 10%, Tween 20 
0.1%, dithiothreitol 1 mM, phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) 1 mM, MG132 (Sigma) 
50 μM e inhibidor completo de proteasas (Roche)). Se centrifugaron a 16.000 g a 4ºC y se 
recuperó el sobrenadante que se usó en las incubaciones siguientes. Para los experimentos 
de PD, 6 µg de proteína MBP-JAZ unida a resina de maltosa se incubaron con 1 mg de 
extracto total de proteína durante 1h a 4ºC con rotación. Después de tres lavados con 
Tris-HCl pH 7.4 50 mM , NaCl 80 mM , glicerol 10%, Tween 20 0.1%, dithiothreitol 1 mM, 
MG132 (Sigma) 50 μM e inhibidor completo de proteasas (Roche), las muestras fueron 
desnaturalizadas y las proteínas separadas en geles SDS-PAGE al 8%. Las proteinas 
se transfirieron a membranas de nitrocelulosa que se incubaron con los anticuerpos anti-
HA (Roche) y anti-GFP (Milteny Biotec, www.miltenyibiotec.com) ambos acoplados a 
peroxidasa de rábano. Los “inmunoblots” se revelaron con el kit SuperSignal West Pico 
Chemiluminescent Substrate y SuperSignal West Femto Maximun Sensitivity Substrate 
(Thermo Scientific, www. piercenet.com). Para comprobar que la cantidad de las proteínas 
recombinantes MBP-JAZ era similar en todas las muestras, una alícuota de 3 µl de cada 
una de estas proteínas se separó en geles SDS-PAGE que se tiñeron con el colorante 
azul Coomassie Brilliant Blue. Estos experimentos se realizaron en colaboración con G. 
Fernández (interacciones MYC/JAZ) y S. Fonseca (interacciones MYC/MYC y bHLH003/
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JAZ) en el laboratorio.
6.10.3. Purificación en tándem de complejos proteicos, “TAP-tagging”.
La purificación en tándem de los complejos proteicos a partir de los cultivos celulares 
se hizo usando el epítopo de GS (Bürckstümmer y col.,2006) seguida de precipitación y 
separación de las proteínas de acuerdo con Van Leene y col., (2008). Los protocolos usados 
para la proteólisis y aislamiento de péptidos, adquisición de los espectros de masas por el 
4800 Proteomics Analyzer (Applied Biosystems) y la identificación de proteínas basada en 
homología de MS en bases de datos del TAIR se han descrito en Van Leene y col., (2010). 
El fondo experimental se ha restado a partir de la comparación hecha en ~40 experimentos 
entre cultivos silvestres y cultivos que expresaban proteínas control fusionadas a epítopos 
(GUS, proteína roja fluorescente, GFP) (Van Leene y col., 2010). Estos ensayos se llevaron 
a cabo en el laboratorio del Dr. Geert de Jaeger (VIB, Gante).
6.10.4. Expresión transitoria en N. benthamiana y co-inmunoprecipitación.
Hojas de Nicotiana benthamiana fueron infiltradas con cultivos de Agrobacterium 
transformados con las construcciones adecuadas para expresar las proteínas MYC2, 
MYC3, MYC4 y AtAIB fusionadas a la proteína GFP y/o al epítopo HA. Brevemente, los 
cultivos de Agrobacterium tumefaciens cepa C58C1 se crecieron a 28ºC en agitación hasta 
alcanzar una DO600 =0,6. Entonces, fueron centrifugados y el sedimento fue resuspendido 
en MgCl2 a concentración 10 mM. Esta solución fue infiltrada en el envés de hojas de 
plantas de N. benthamiana de 4 semanas de edad mediante una jeringa estéril de 1 ml 
de volumen. Se infiltraron un total de 3 hojas por planta (3 plantas para cada combinación 
de proteínas) y las plantas se mantuvieron en ciclos de 16 h de luz y 8 h de oscuridad a 
21ºC. Como controles negativos para la expresión de GFP y HA se usaron los vectores 
pGWB vacíos que expresaban ambos “tags”. Dos días después de la infiltración 0,6 g de 
tejido de hojas agroinfiltradas fueron recogidos y homogeneizados en 2 mL de tampón de 
inmunoprecipitación (Tris-HCl, pH 7.5 50mM , NaCl 100 mM, DTT 2 mM , Tween-20 0.1%, 
PMSF 1 mM, MG132 50 µM e inhibidor completo de proteasas (Roche)) y se centrifugaron 
dos veces a 16.000 g a 4ºC. El sobrenadante, correspondiente a 1,5 mg de proteína total, 
se incubó durante 2 h a 4ºC (con rotación) con la resina anti-GFP conjugada a agarosa 
(MBL, www.mblintl.com). Finalizado el tiempo de incubación se realizaron tres lavados 
con 1 mL de tampón de inmunoprecipitación. Las muestras se desnaturalizaron durante 
5 min a 96ºC en 90 µL de buffer Laemmli y se separaron en geles de SDS-PAGE al 8%. 
Las muestras separadas se transfirieron a membranas de polyvinylidene fluoride (Millipore, 
www.millipore.com) y se incubaron con los anticuerpos anti-HA (Roche) y anti-GFP (Milteny 
Biotec) ambos acoplados a peroxidasa de rábano. Los “inmunoblots” fueron revelados 
con el kit SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate y SuperSignal West Femto 
Maximun Sensitivity Substrate (Thermo Scientific, www.piercenet.com). Como referencia 
de la cantidad de proteína en la muestra original se empleó una alícuota de 30 µL del 
extracto proteico total. 
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6.11. Análisis bioquímicos.
6.11.1. Medida de pigmentos vegetales por métodos espectofotométricos.
6.11.1.1. Medida de antocianinas.
La extracción y cuantificación de antocianinas se realizó de acuerdo con el protocolo 
establecido por Swain y Hillis (1959). 10 plántulas de 8 a 10 días post-germinación crecidas 
en in vitro en medio Johnson basal o suplementado con JA 50 µM o coronatina 0,5 y 1 µM 
se pesaron y se incubaron durante 24 h a 4ºC en 1 ml de solución I compuesta de de HCl 
0,5N en CH3OH al 80%. Tras la incubación las muestras se agitaron para homogeneizar la 
solución, y se dividió su volumen en dos tubos (500 µl/tubo). A uno de los tubos (blanco) 
se le añadió la solución II o solución de “bleaching” compuesta por 1 volumen de H2O2 en 
5 volúmenes de solución III. Al segundo de los tubos (muestra) se le añadió la solución 
III que contenía HCl 3N en CH3OH al 80%. Ambos tubos, blanco y muestra se incubaron 
durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad. Finalmente se midió la absorbancia 
de cada tubo, blanco y muestra, a  ƛ 530 nm (Ultrospec 3100pro, Amersham Biosciences). 
El contenido de antocianinas totales en las muestras se expresó como A530muestra-
A530blanco/mg Tejido Fresco.
6.11.1.2. Medida de clorofilas.
La medida de clorofilas se llevó a cabo en plántulas de 8 a 10 días post-germinación 
crecidas en in vitro en medio Johnson basal o suplementado con JA 50 µM o coronatina 
0,5 y 1 µM. Las plántulas se pesaron (P) y se trituraron en 1 ml de acetona al 80% y 
después se incubaron durante 12 h a 4ºC  con agitación en dicha solución. Finalizada la 
incubación, se centrifugaron las muestras y se recuperó el sobrenadante (V1). Alícuotas de 
este sobrenadante se diluyeron a distintos ratios en acetona 80% (1:1, 1:2, 1:5, 1:10) en 
un volumen variable (V
2
) hasta que la medida de la A
645 
y A
663 
estuviera en el rango 0,2-0,8 
(Arnon, 1949). Las medidas de absorbancia se realizaron en un espectrofotómetro UV/VIS 
(Ultrospec 3100pro, Amersham Biosciences).  La cantidad de clorofilas (a + b) en µg por g 
de peso fresco se calculó de acuerdo a la siguiente fórmula Ca+Cb*(V1(V2+0,1)/ (0,1*P)). 
6.11.2. Medida de precursores y derivados de JA por CI-GC/MS-MS.
Combinando cromatografía líquida de alta resolución en fase reversa (RP-HPLC) 
con cromatografía de gases acoplada a detección de masas (GC/MS), se estableció un 
método de medida de precursores y derivados de JA: OPDA (ácido 12-oxofitodienoico), 
OPC ([ácido 3-oxo-2-2-(2´-Z-pentenil)-ciclopenteno-1-octanoico]), ácido jasmónico, JA-
Leucina (N-[(3R7R)-(-)-jasmonoil]-(S)-leucina), JA-Isoleucina (N-[(3R7R)-(-)-jasmonoil]-
(S)-isoleucina), JA-Valina (N-[(3R7R)-(-)-jasmonoil]-(S)-valina), JA-Fenilalanina 
(N-[(3R7R)-(-)-jasmonoil]-(S)-fenilalanina)  y JA-ACC.  
Plántulas de Arabidopsis thaliana, Col0, jin1-2, coi1-1 y los mutantes jie, de 14 días 
post-germinación, crecidas en medio control o en presencia de JA 50 µM o coronatina 0,5 
µM se homogenizaron en nitrógeno líquido hasta conseguir 100 mg de polvo. Al material 
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vegetal se le añadió una cantidad conocida de estándar interno (compuesto deuterado con 
estructura química similar al que se mide) para cada compuesto a analizar y la mezcla se 
sometió a una extracción sólido-líquido con hexano e isopropanol (extracción HIP). Las 
muestras así tratadas se resuspendieron en 80 ul de acetonitrilo y se fraccionaron por 
RP-HPLC (Agilent 1100 series, www.agilent.com) , obteniéndose 4 fracciones por muestra 
correspondientes a los siguientes compuestos, fracción 1: JA-ACC, fracción 2: JA, fracción 
3: JA-AA (Leucina, Isoleucina, Valina y Fenilalanina) y fracción 4: oPDA/OPC.
Tiempo de retención (min) Compuesto 
11.0-12.5 JA-ACC 
13.7-14.4 JA 
14.4-15.4 JA-AA (Leucina, Isoleucina, Valina, Phenilalanina) 
15.4-16.5 OPDA, OPC 
Las distintas fracciones se combinaron, fracción 1+3 y fracción 2+4, se derivatizaron 
con PFB (pentafluorobenzylbromide) y se llevaron a volumen final 10 ul de acetonitrilo. 2 ul 
de cada muestra se analizaron con un detector de masas selectivo ThermoFinnigan (Austin, 
Texas, USA) Polaris Q acoplado a un cromatógrafo de gases de tipo ThermoFinnigan Trace 
gas (www.thermo.com) equipado con una columna capilar Rtx-5MS (15m x 0.25mm, 0.25 
µm coating thickness; Resteck, Bad Homburg, Germany). Se usó Helio como gas portador 
a un flujo de 1ml/min. El gradiente de temperatura empleado en la separación fue 100°C 1 
min, 100-300°C  8°C/min y 300°C  5 min. Los derivados de JA conjugados a aminoácidos 
o ACC fueron detectados tras ionización química de las muestras provocada por amoníaco. 
Para la cuantificación se emplearon los siguientes iones masa/carga:  m/z 215 (D6-JA; Rf = 
14.11, 14.46 min), 209 (JA; Rf = 14.15, 14.51 min), 296 (D5-OPDA; Rf = 20.8, 21.18, 21.52 
min), 291 (OPDA; Rf = 20.84, 21.22, 21.56 min), 308 (JA-Val; Rf = 20.44 min), 292 (JA-
ACC; Rf = 20.68 min), 325 (D3-JA-Leu; Rf = 20.9 min), 322 (JA-Leu; Rf = 20.92 min), 322 
(JA-Ile; Rf = 21.08 min), y 356 (JA-Phe; Rf = 24.58 min). 
Los cromatogramas y los espectros de masas resultantes de los análisis por MS 
se procesaron con un software específico (X-calibur/Qual Browser y MSD ChemSTATION, 
Agilent) que permitió establecer los niveles de los compuestos estudiados para cada 
muestra. Las medidas de precursores y derivados del JA se realizaron en colaboración con 
el profesor Ivo Feussner y la Dra. Cornelia Göbel (Dpto. Bioquímica de Plantas, Universidad 
de Goettingen) durante dos estancias en su laboratorio.
6.12. Tinción histoquímica: Detección de actividad β-glucuronidasa  (GUS).
Para la tinción GUS se emplearon plántulas de 6 días o bien plantas adultas de 4 
semanas de edad de varías líneas transgénicas T2 (resistentes a kanamicina e higromicina). 
Las muestras se  incubaron a 37ºC durante 12 h en la siguiente solución buffer fosfato (pH 
7) 50 mM, Triton 0,1 %( v/v) (Sigma), X-Gluc 2 mM (Glycosynth), K-ferrocyanide 1 mM 
(Sigma), K ferricyanide 1 mM (Sigma). Después de la tinción, se hicieron varios  pases en 
etanol al 75% y las muestras se mantuvieron en glicerol al 5% hasta ser fotografiadas con 
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un microscopio Leica DMR UV/VIS (www.leica.com) (plántulas) o con una cámara digital 
NIKON D1-x (plantas adultas). En el caso de las raíces se aplicó un protocolo adicional de 
desteñido (Malamy and Benfey, 1997) con el fin de mejorar la visualización de las capas 
celulares. Las plántulas fueron incubadas sucesivamente en dos soluciones, primero y 
durante 15 min a 57ºC  en una mezcla de HCl 0,24 N en metanol al 20% y segundo a lo 
largo de 15 min a temperatura ambiente en una solución de NaOH al 7% en etanol al 60%. 
El tejido fue rehidratado mediante lavados sucesivos en series de etanol y finalmente, se 
le aplicó vacio en presencia de una solución de etanol al 5% en glicerol al 25% para darle 
volumen a los tejidos. 
6.13. Bioensayos.
6.13.1. Ensayos de resistencia frente a un herbívoro generalista Spodoptera 
littoralis.
Una vez vernalizadas durante 4 días a 4ºC, las semillas de A. thaliana Col-0 y las 
líneas mutantes myc2, myc3, myc4, myc2 myc3, myc2 myc4, myc2 myc3 myc4 a, myc2 
myc3 myc4 b, se transfirieron a macetas con compost. Las semillas de coi1-1 (mantenidas 
en heterocigosis por tratarse de un mutante estéril) se germinaron y crecieron durante 7 
días en medio MS (Sigma-Aldrich) suplementado con sacarosa al 3% y JA 30 µM (150 
µmol m-2 s-1) en una cámara de cultivo. Las plántulas homocigotas mutantes de coi1-1, 
de raíz larga y que no acumulaban antocianinas, por lo tanto, insensibles a JA (Feys y 
col.,1994), se pasaron también a macetas. Todas estas plántulas se crecieron durante 3 
semanas en cámaras de cultivo como se ha descrito previamente (Reymond y col., 2000).
Las plantas de tres semanas se pasaron a cajas de plástico transparente y se 
llevaron a una cámara de cultivo con las siguientes condiciones: 20ºC de temperatura, 
65% de humedad relativa, 100 µmol m-2 s-1 de régimen lumínico y ciclos día/noche de 
10 h de luz/14 h de oscuridad. Entre 40 y 50 larvas neonatas de Spodoptera littoralis se 
colocaron sobre 70 plantas. Al cabo de 7 días se recogieron y pesaron las larvas que 
habían sobrevivido. Los datos fueron analizados mediante el test t de Student (valores 
logarítmicos). Cada experimento se repitió tres veces. Los experimentos con Spodoptera 
se realizaron en colaboración con el laboratorio del profesor Phillipe Reymond (UNIL, 
Laussanne).
6.13.2. Ensayos de susceptibilidad frente a un patógeno hemibiotrofo 
Pseudomonas syringae pv tomato DC3000.
Los ensayos con P. syringae pv tomato (Pto) DC3000 se realizaron mediante 
inoculación por pulverización de plantas de Arabidopsis de 4 semanas crecidas en 
condiciones de 22ºC y régimen lumínico de 8 horas de luz y 16 horas de oscuridad. Los 
cultivos bacterianos crecidos en medio líquido LB en agitación durante 16 h a 37ºC se 
centrifugaron y diluyeron en MgCl2 10 mM estéril a una concentración de 10
8 unidades 
formadoras de colonias (cfu)/ml bacteria (DO600=0,2) con el agente surfactante Silwet L-77 
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al 0,04%. Con esta solución bacteriana se pulverizaron plantas de A. thaliana Col-0 y 
las líneas mutantes myc2, myc3, myc4, myc2 myc3, myc2 myc4, myc2 myc3 myc4 a, 
myc2 myc3 myc4 b y coi1-1. Dos días después de la inoculación se recogieron muestras 
de discos foliares que se homogenizaron en MgCl2 10 mM. Diluciones seriadas de estos 
extractos foliares se crecieron en placas de LB-agar con los antibióticos adecuados. 
El contaje de la población bacteriana presente en las hojas se hizo en la dilución que 
presentaba la densidad de colonias más adecuada para realizar un contaje fiable. En la 
gráfica, las columnas representan la media de 4 réplicas experimentales, cada una de las 
cuales contiene dos discos foliares de distintas plantas del mismo genotipo. Las barras 
de error indican la desviación estándar. Estos experimentos se repitieron tres veces con 
resultados similares. Las fotos de los síntomas foliares se tomaron tres días después de la 
pulverización con el aerosol bacteriano con una cámara digital NIKON D1-x  (www.nikon.
com). Las infecciones con Pseudomonas se hicieron en colaboración con S. Giménez en 
el laborartorio.
6.14. Microscopía.
6.14.1. Microscopía confocal para visualización de GFP.
La GFP de las líneas transgénicas 35S:MYC3-GFP y 35S:MYC4-GFP se visualizó 
en plántulas crecidas en medio Johnson mediante microscopia confocal a longitud de onda 
entre los 495 y los 610 nm (Leica). Las fotografías de las células de raíz que expresaban 
GFP se tomaron bajo luz UV (visualización de la proteína fluorescente) y luz visible 
(estructura de los tejidos de la raíz). 
6.14.2. Microscopía óptica para visualización de GFP.
Para la visualización de la GFP en las líneas transgénicas de 35S:AtAIB-GFP 
(fondos genéticos Col-0 y jin1-2) se empleó el microscopio Leica DMR UV/VIS (www.leica.
com) que con combinaciones de lámparas de luz UV y visible permite ver la fluorescencia 
de las construcciones fusionadas a la proteína GFP y analizar la estructura de los tejidos 
de la raíz. 
6.15. Análisis de filogenia molecular  in silico.
El alineamiento de la región N-terminal que interacciona con las proteínas JAZ 
de MYC2, MYC3, MYC4 y (BHLH028) de Arabidopsis y los parientes más cercanos a 
MYC2 de Arroz, Populus y Physcomitrella patens, así como, las secuencias del dominio 
de interacción con los represores JAZ de MYC2, MYC3, MYC4, (BHLH028), (GL3), 
(EGL3), (TT8), (BHLH013), (AtAIB) y (BHLH003), se realizó usando el algoritmo ClustalW 
(servidor en red T-Coffee, http://tcoffee.vital-it.ch, parámetros por defecto, matriz blosum). 
Análogamente, las secuencias codificantes de 20 proteínas de tipo bHLH relacionadas 
con MYC2 de diferentes especies, Arabidopsis, Populus, Arroz y Physcomitrella se usaron 
MATERIALES Y MÉTODOS
para generar un alineamiento múltiple con el algoritmo ClustalW. El alineamiento se puede 
ver en el Set de Datos 1 del Apéndice.  Se construyó un árbol filogenético de esas 20 
proteínas con el programa MEGA4.0.2 mediante el método de Maxima Parsimonia  (10000 
ensayos bootstrap). .
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8.1. Tablas de los experim
entos de “TA
P
-tagging”.
8.1A
. Identificación por M
A
LD
I-TO
F/TO
F-M
S
 de las proteínas que interaccionan 
con M
Y
C
2, M
Y
C
3, M
Y
C
4, JA
Z3 y JA
Z5. Tabla 8.1A
.
Bait
# Found/ Database Protein RMS error Sequence Unique Total Peptide Variable
Bait Prey Locus Prey Name # exp version Score Expect (ppm) coverage % Peptides Ion Score Number Start End Observed Mr(Exp) Mr(Calc) Delta Miss Ions Score Expect Peptide Modification
MYC2 AT1G32640 MYC2 (BAIT) 3/3 TAIR8 725 1.00E-68 5 27 15 621 1 341 347 885.42 884.41 884.41 0.00 0 43 5.70E-04 K.FNNTFSR.E
2 608 615 1050.56 1049.55 1049.55 0.00 0 46 7.00E-04 R.IYTQEQLR.A
3 552 560 1090.57 1089.56 1089.56 0.00 0 25 1.10E-01 K.IIGWDAMIR.V Oxidation (M)
4 363 375 1421.70 1420.69 1420.69 0.00 1 79 3.60E-07 R.SGEILNFGDEGKR.S
5 513 525 1498.82 1497.81 1497.82 0.00 1 70 1.40E-06 K.NQLEEVKLELAGR.K
6 484 498 1590.87 1589.86 1589.87 -0.01 0 108 2.40E-10 K.ASLLGDAIAYINELK.S
7 376 395 2185.98 2184.97 2184.97 0.00 1 101 6.30E-10 R.SSGNPDPSSYSGQTQFENKR.K
8 186 208 2356.06 2355.06 2355.05 0.00 0 68 1.70E-06 K.AFATGNAVWVSGSDQLSGSGCER.A
9 211 239 2983.49 2982.48 2982.47 0.02 0 83 5.70E-08 K.QGGVFGMHTIACIPSANGVVEVGSTEPIR.Q
MYC2 AT5G46760 MYC3 3/3 TAIR8 404 1.30E-36 6 25 11 338 1 192 201 1034.56 1033.56 1033.56 0.00 0 63 1.21E-05 R.AGQGQIYGLK.T
2 324 333 1091.60 1090.59 1090.60 -0.01 0 66 6.10E-06 K.DLTFQGGLLK.S
3 518 526 1102.61 1101.60 1101.60 0.00 0 26 6.50E-02 K.IIGWDVMIR.V
4 518 526 1118.60 1117.59 1117.60 0.00 0 24 1.09E-01 K.IIGWDVMIR.V Oxidation (M)
5 570 581 1451.67 1450.66 1450.67 -0.01 0 34 7.40E-03 K.MGSQFFNHDQLK.V
6 570 581 1467.66 1466.66 1466.66 -0.01 0 35 4.51E-03 K.MGSQFFNHDQLK.V Oxidation (M)
7 447 461 1606.86 1605.86 1605.86 0.00 0 69 1.94E-06 K.ASLLGDAISYINELK.S
8 355 370 1712.79 1711.78 1711.78 0.00 0 23 8.08E-02 K.GSNNDEGMLSFSTVVR.S
9 175 191 1749.85 1748.85 1748.85 0.00 0 55 6.08E-05 R.VIWLSGSGALTGSGCER.A
MYC2 AT4G28910 NINJA 3/3 TAIR8 261 2.60E-22 3 37 12 172 1 372 379 896.48 895.48 895.48 0.00 0 40 2.43E-03 R.TISGVTYR.Y
2 276 292 1618.82 1617.81 1617.81 0.00 0 85 6.61E-08 K.DGSGGIVALSQSPFAGR.V
3 73 89 1908.87 1907.87 1907.86 0.00 0 28 1.97E-02 R.SDSGQQPPQNFFNDLSK.A
4 179 197 2124.11 2123.10 2123.10 0.00 0 20 1.74E-01 K.EVVRPPTDTNIVDNLTGQR.R
MYC2 AT5G20900 JAZ12 3/3 TAIR8 240 3.30E-20 1 39 7 181 1 161 169 1068.50 1067.49 1067.49 0.00 0 34 7.62E-03 K.NPYPTSDFK.K
2 161 170 1196.59 1195.58 1195.59 0.00 1 49 2.91E-04 K.NPYPTSDFKK.T
3 92 106 1529.79 1528.78 1528.78 0.00 0 63 1.11E-05 K.NSTSISPVSSPALNR.A
4 171 187 1804.90 1803.89 1803.89 0.00 1 25 6.52E-02 K.TDVPTGNVSIKEEFPTA.
5 107 133 2864.40 2863.39 2863.40 0.00 0 10 1.17E+00 R.APSFSSTSNVASPAAQPFPIQPISFCR.S
MYC2 AT1G74950 JAZ2 2/3 TAIR8 124 1.30E-08 8 41 6 77 1 15 24 1211.58 1210.58 1210.58 0.00 0 25 6.83E-02 R.KPSFSQTCTR.L
2 110 127 1937.01 1936.00 1936.01 0.00 0 52 1.08E-04 K.SVKPESQSAPLTIFYGGR.V
MYC2 AT3G43440 JAZ11 1/3 TAIR8 60 3.40E-02 0 12 2 51 1 80 90 1168.64 1167.64 1167.64 0.00 0 35 4.83E-03 K.NVTGINPALNR.A
2 37 55 2039.97 2038.96 2038.96 0.00 0 16 4.65E-01 R.STEPDASTQLTIIFGGSCR.V
MYC3 AT5G46760 MYC3 (BAIT) 4/4 TAIR8 799 4.10E-76 3 27 14 704 1 192 201 1034.56 1033.55 1033.56 0.00 0 71 2.10E-06 R.AGQGQIYGLK.T
2 324 333 1091.61 1090.60 1090.60 0.00 0 77 4.60E-07 K.DLTFQGGLLK.S
3 518 526 1102.60 1101.59 1101.60 -0.01 0 54 1.20E-04 K.IIGWDVMIR.V
4 518 526 1118.60 1117.59 1117.60 0.00 0 23 1.50E-01 K.IIGWDVMIR.V Oxidation (M)
5 570 581 1451.67 1450.66 1450.67 0.00 0 72 1.10E-06 K.MGSQFFNHDQLK.V
6 570 581 1467.66 1466.66 1466.66 0.00 0 42 9.20E-04 K.MGSQFFNHDQLK.V Oxidation (M)
7 447 461 1606.87 1605.86 1605.86 0.00 0 98 3.00E-09 K.ASLLGDAISYINELK.S
8 355 370 1712.79 1711.78 1711.78 0.00 0 119 1.90E-11 K.GSNNDEGMLSFSTVVR.S
9 355 370 1728.78 1727.78 1727.78 0.00 0 84 5.50E-08 K.GSNNDEGMLSFSTVVR.S Oxidation (M)
10 175 191 1749.86 1748.85 1748.85 0.00 0 139 2.40E-13 R.VIWLSGSGALTGSGCER.A
11 405 421 1945.98 1944.98 1944.98 0.00 1 75 6.70E-07 R.KPANGREEPLNHVEAER.Q
MYC3 AT5G20900 JAZ12 4/4 TAIR8 534 1.30E-49 1 53 8 460 1 161 169 1068.50 1067.49 1067.49 0.00 0 45 5.50E-04 K.NPYPTSDFK.K
2 161 170 1196.59 1195.59 1195.59 0.00 1 60 2.20E-05 K.NPYPTSDFKK.T
3 92 106 1529.79 1528.78 1528.78 0.00 0 76 5.40E-07 K.NSTSISPVSSPALNR.A
4 171 187 1804.89 1803.89 1803.89 0.00 1 68 3.00E-06 K.TDVPTGNVSIKEEFPTA.-
5 10 36 2407.07 2406.07 2406.06 0.01 0 142 5.40E-14 R.ASVEGGCGVADGDGGAAEIGGTGSVEK.S
6 107 133 2864.41 2863.40 2863.40 0.01 0 69 1.60E-06 R.APSFSSTSNVASPAAQPFPIQPISFCR.S
MYC3 AT4G28910 NINJA 4/4 TAIR9 409 4.20E-37 3 46 14 291 1 276 292 1618.82 1617.81 1617.81 0.57 0 124 8.80E-12 K.DGSGGIVALSQSPFAGR.V
2 73 89 1908.86 1907.85 1907.87 -5.27 0 66 2.40E-06 R.SDSGQQPPQNFFNDLSK.A
3 387 403 2031.89 2030.88 2030.88 1.14 0 17 1.40E-01 K.IVCACHGSHMSPEEFVR.H Oxidation (M)
4 179 197 2124.10 2123.09 2123.10 -3.05 0 67 3.20E-06 K.EVVRPPTDTNIVDNLTGQR.R
5 349 371 2295.13 2294.13 2294.13 -2.04 0 17 3.50E-01 K.FGGSGARPNLPWVSTTGSGPHGR.T
MYC3 AT1G74950 JAZ2 4/4 TAIR8 388 5.20E-35 5 51 8 319 1 15 24 1211.58 1210.58 1210.58 0.00 0 19 2.50E-01 R.KPSFSQTCTR.L
2 128 138 1303.58 1302.58 1302.58 0.00 0 54 2.60E-05 R.VMVFDDFSAEK.A Oxidation (M)
3 110 127 1937.01 1936.00 1936.01 0.00 0 106 4.30E-10 K.SVKPESQSAPLTIFYGGR.V
4 33 53 2170.99 2169.98 2169.98 0.00 0 15 3.60E-01 K.GSFGDLSLGMTCKPDVNGGSR.Q Oxidation (M)
5 153 171 2204.98 2203.97 2203.96 0.01 0 8 1.10E+00 K.SFTCFTAEVNNNHSAYSQK.E
6 186 207 2347.20 2346.20 2346.20 0.00 0 60 1.50E-05 K.TAAQEPIQPNPASLACELPIAR.R
7 226 249 2533.24 2532.23 2532.22 0.00 0 56 4.40E-05 K.APYQIDGSAEASSKPTNPAWLSSR.-
MYC3 AT4G17880 MYC4 2/4 TAIR8 183 1.60E-14 4 26 10 126 1 515 523 1074.58 1073.57 1073.57 0.00 0 46 7.80E-04 K.IIGWDAMIR.I
2 515 523 1090.57 1089.56 1089.56 0.00 0 6 9.20E+00 K.IIGWDAMIR.I Oxidation (M)
3 406 422 1945.98 1944.98 1944.98 0.00 1 38 3.40E-03 R.KPANGREEPLNHVEAER.Q
4 177 206 3040.42 3039.41 3039.40 0.01 0 42 5.10E-04 K.GTGLPGQAFSNSDTIWLSGSNALAGSSCER.A
MYC4 AT4G17880 MYC4 (BAIT) 4/4 TAIR9 483 1.70E-44 2 22 10 436 1 515 523 1074.58 1073.57 1073.57 -0.79 0 59 4.20E-05 K.IIGWDAMIR.I
2 515 523 1090.57 1089.56 1089.56 -0.70 0 35 1.10E-02 K.IIGWDAMIR.I Oxidation (M)
3 567 578 1472.68 1471.67 1471.68 -3.57 0 71 1.10E-06 K.MGNQFFTQDQLK.V Oxidation (M)
4 448 462 1579.85 1578.85 1578.85 -3.18 0 113 7.30E-11 K.ASLLGDAISYISELK.S
5 2 17 1830.89 1829.89 1829.89 -2.01 0 91 1.50E-08 M.SPTNVQVTDYHLNQSK.T
6 177 206 3040.42 3039.41 3039.40 3.68 0 103 4.60E-10 K.GTGLPGQAFSNSDTIWLSGSNALAGSSCER.A
MYC4 AT5G20900 JAZ12 4/4 TAIR9 618 5.30E-58 2 53 8 540 1 161 169 1068.50 1067.49 1067.49 -2.29 0 74 6.10E-07 K.NPYPTSDFK.K
2 171 181 1130.60 1129.60 1129.60 -1.85 0 62 2.00E-05 K.TDVPTGNVSIK.E
3 161 170 1196.59 1195.59 1195.59 -1.42 1 70 2.30E-06 K.NPYPTSDFKK.T
4 92 106 1529.79 1528.78 1528.78 -0.06 0 108 4.00E-10 K.NSTSISPVSSPALNR.A
5 171 187 1804.90 1803.89 1803.89 -0.14 1 93 8.70E-09 K.TDVPTGNVSIKEEFPTA.-
6 10 36 2407.08 2406.07 2406.06 4.60 0 100 8.20E-10 R.ASVEGGCGVADGDGGAAEIGGTGSVEK.S
7 107 133 2864.41 2863.41 2863.40 3.15 0 32 7.60E-03 R.APSFSSTSNVASPAAQPFPIQPISFCR.S
Prey PMF data MSMS data
Apéndice Tabla 8.1A. Identificación por  MALDI-TOF/TOF-MS de las proteínas que interaccionan con MYC2, MYC3, MYC4, JAZ3 y JAZ5 in vivo .
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Bait Prey Protein Name Peptide Count Protein Score Protein Score C.I. %Total Ion Score Total Ion Score C.I. %Best Ion Score Best Ion Score C.I. Total MS Ion Cluste  MS Ion Cluster Area Matched %
AtAIB N-TAP1 AT4G16430 bHLH003 7 143 100 106.2400055 100 58.90999985 99.99299915 1253318 4.711
AT2G46510 AtAIB 22 902 100 701.1599731 100 130.5299988 100 2906395.25 49.185
AtAIB N-TAP2 AT4G16430 bHLH003 7 128 100 93.36999512 100 62.16999817 99.99684946 1723903 3.652
AT2G46510 AtAIB 21 920 100 735.9100342 100 133.6300049 100 3144370.75 49.171
AtAIB N-TAP3 AT3G43440 JAZ11 3 249 100 230.7000122 100 151.7100067 100 774676 3.246
AT5G20900 JAZ12 5 299 100 261.5299988 100 126.1999969 100 706000.5 2.845
AT1G74950 JAZ2 6 183 100 133.1699982 100 107.4899979 100 383782.7812 3.583
AT3G17860 JAZ3 3 98.80000305 100 86.05999756 100 86.05999756 100 449130.375 1.874
AT4G28910 NINJA 4 129 100 111.1500015 100 111.1500015 100 305490 2.774
AT2G46510 AtAIB 23 1370 100 1145.390015 100 188.3300018 100 823885.9375 61.026
AtAIB C-TAP1 AT3G43440 JAZ11 2 45.79999924 12.12273095 36.79999924 98.92984605 36.79999924 98.92984605 809735.75 0.619
AT4G16430 bHLH003 12 449 100 367.3399963 100 108.9400024 100 1176796 15.437
AT2G46510 AtAIB 21 883 100 693.8000488 100 145.2799988 100 2351652 47.718
AtAIB C-TAP2 AT1G74950 JAZ2 2 69.09999847 99.58896706 55.68000031 99.99728143 55.68000031 99.99728143 355954.3438 0.89
AT4G16430 bHLH003 10 493 100 430.7599792 100 115.1800003 100 641296.25 18.339
AT2G46510 AtAIB 21 849 100 658.3900146 100 133.7100067 100 2030344.125 49.53
AtAIB C-TAP3 AT3G17860 JAZ3 3 46.79999924 30.19660401 28.38999939 98.2066552 28.38999939 98.2066552 623978.6875 1.616
AT4G16430 bHLH003 10 549 100 489.3200073 100 166.9799957 100 365520 16.856
AT2G46510 AtAIB 23 1440 100 1216.970093 100 185.8899994 100 927772.5625 64.492
bHLH003 N-TAP1 AT4G16430 bHLH003 10 822 100 757.0499878 100 143.9900055 100 4626227 37.898
AT1G01260 bHLH013 10 218 100 158.3071899 100 51.83000183 99.94903941 2841768.5 7.693
bHLH003 N-TAP2 AT4G16430 bHLH003 18 944 100 786.2299805 100 164.0299988 100 6274874.5 48.311
AT1G01260 bHLH013 11 148 100 81.47718811 100 42.04000092 99.54786905 3495514.25 8.821
bHLH003 C-TAP1 AT4G16430 bHLH003 17 959 100 816.9099731 100 146.3300018 100 10510479 47.968
AT1G01260 bHLH013 9 114 100 68.76719666 100 36.13000107 98.22701979 7466463 4.881
bHLH003 C-TAP2 AT4G16430 bHLH003 17 994 100 852.6400146 100 168.8099976 100 8547914 43.149
AT1G01260 bHLH013 12 171 100 100.1671906 100 63.5 99.99684013 5228036.5 10.538
Apéndice Tabla 8.1B. Identificación por  MALDI-TOF/TOF-MS de las proteínas que interaccionan con AtAIB y bHLH003 in vivo .
MALDI-TOF/TOF-MS
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8.2. Listado de oligonucleótidos usados en esta tesis.
Apéndice Tabla 8.2. Listado de oligonucleótidos usados en esta tesis.
Nombre del oligonucleótido Secuencia 5´a 3´.
LBGabiKat8409 ATATTGACCATCATACTCATTGC
LBGabiKat8760 GGGCTACACTGAATTGGTAGCTC
RBGabiKat AGGTTTATCCGTTCGTCCATT
MYC3FwGKgenespecific AAGGTGGGTTGTTGAAATCTAATG
MYC3RvCDS TCAATAGTTTTCTCCGACTTTC
MYC4FwCDS ATGTCTCCGACGAATGTTCA
MYC4RvGKgeneespecific AACCAAATTCACCACCACCAT
AtAIB gabikatgenespecific TGAGGAAGAGGAATCAAAAGTTGT
AtAIBFwCDS  ATGAATATGAGTGATTTAGGT
AtAIBRvCDS  TATATCACCAGAGACCTGT
MYC3Fwgateway ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGAACGGCACAACATCATCA
MYC3Rvstopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtTCAATAGTTTTCTCCGACTTT
MYC3Rvnonstopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcATAGTTTTCTCCGACTTTT
MYC4Fwgateway ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGTCTCCGACGAATGTTCA
MYC4Rvstopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtTCATGGACATTCTCCAACTTTC
MYC4Rvnonstopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcTGGACATTCTCCAACTTTC
At5g46830Fwgateway ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGATTAATACCGACGATAAC
At5g46830Rvstopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtTCAGCTAATTTTCGACATCAA
At5g46830Rvnonstopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcGCTAATTTTCGACATCAA
AtAIBFwgateway ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGAATATGAGTGATTTAGGT
AtAIBRvstopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtTTATATATCACCAGAGACCTGT
AtAIBRvnonstopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcTATATCACCAGAGACCTGT
bHLH003Fwgateway ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGGGTCAAAAGTTTTGGGAG 
bHLH003Rvstopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtTTACTGTGATAGAGAGCAAGGA 
bHLH003Rvnostopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcCTGTGATAGAGAGCAAGGA
bHLH013Fwgateway ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGAATATTGGTCGCCTAGTG
bHLH013Rvstopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtCTATCTACCTGATGATGTTCTTGACTG
bHLH013Rvnostopgateway ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcTCTACCTGATGATGTTCTTGACTG
MYC4TAPFw ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctccaccATGTCTCCGACGAATGTTCAAG 
MYC3TAPFw ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctccaccATGAACGGCACAACATCATCAATC 
AtAIBTAPFw ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctccaccATGAATATGAGTGATTTAGGTTG
bHLH003TAPFw ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcaccATGGGCAAAAGTTTTGGGAG
MYC3promFw caccTGTTATTAGCGCAAAGAGGATCG
MYC3promRv GAAGTTGATTGATGATGTTGTGCCGTTCAT
MYC4promFw caccACAGTACTAACGTTTGATGGAAACAT
MYC4promRv ATCGGTTACTTGAACATTCGTCGGAGACAT
AtAIBpromotorFw caccTCTGCCATTCGATTATTGAGCCCTA
AtAIBpromotorRv ATCTTCATCATCCCAACCTAAATCACTCATATTCAT
PDF1-2qPCRRv GTTGCATGATCCATGTTTGG
VSP2qPCRFw CGTCGATTCGAAAACCATCT
VSP2qPCRRv GGCACCGTGTCGAAGTCTAT
JAZ10qPCRFW GAGAAGCGCAAGGAGAGATTAG
JAZ10qPCRRv CTTAGTAGGTAACGTAATCTCC
MYC2qPCRFw GTGCGGGATTAGCTGGTAAA
MYC2qPCRRv ATGCATCCCAAACACTCCTC
MYC3qPCRFw TGTTGAAGCAGAGAGGCAGA
MYC3qPCRRv CTCCGAGAAGCGAAGCTTTA
MYC4qPCRFw AGGAGCAAACGAGAACTGGA
MYC4qPCRRv CCATCTCCCCAACCTAACAA
AtAIB qPCRFw   CCTAAGAAGCTCGAAGTGAGA
AtAIB qPCRRv  CTTGCTGAGTGTTTGTAGATGGA
ACTIN-8qPCRFw CCAGTGGTCGTACAACCGGTA
ACTIN-8qPCRRv TAGTTCTTTTCGATGGAGGAGCTG
MYC2N-term-attB1-F1old ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGGAGATTCCGGCACAGGCG
MYC2N-term-attB2-R1 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcGGAGGCGCCGGAGAAATCATA
MYC3dom44Fw ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcCAGCCTCAGTTCAACGAAGAT
APÉNDICE
MYC3dom87Rv ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcACTGTGTTATCTCCGGTGGA
MYC2Fw93 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcatgTATGATTTCTCCGGCGCCTCC
MYC2Rv160 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcCTCCTCATCAACAGCGTCATC
MYC3Fw82 ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcGACTTCGATTCATCCACCGGA
MYC3Rv141 ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcTTCATCGTTTGATTCATCGGA
MYC2midFw ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcGGGATTAGCTGGTAAAGCG
MYC2midRv ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcTTAATGAACCGGACTCGGAGT
MYC2NFw ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggctcGATGACTGATTACCGGCTACA
MYC2NRv ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcTCACGCTTTACCAGCTAATCCCG
MYC2NTFw ggggacaagtttgtacaaaaaagcaggcttcATGGAGATTCCGGCACAGGCG
MYC2NTRv ggggaccactttgtacaagaaagctgggtcTCACGCTTTACCAGCTAATCCCG
JAZ2FwEcoR1 GTCACGAATTCATGTCGAGTTTTTCTGCCG
JAZ2RvPst-1 GACGTCTGCAGTTACCGTGAACTGAGCCAAG
JAZ3FwEcoR1 CGGAATTCCGGTTCATGGAGAGAGAT
JAZ3RvPst-1 CCAATGCATTGGTTCTGCAGTTTTAGGTTGC
pDEST32Fw AACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTG
pDEST32Rv CAGAGGTTAGTTCCAACAGCCGA
pDEST22Fw TATAACGCGTTTGGAATCACT
pDEST22Rv AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC
AUX1Fw1 TATGTGCTCTGTTTTCTCCTC
AUX1Rv2 TGTACAAAATATTTGTGGCTCC
AUX1Fw3 TGGTACTTAGCCATTGCCTCC
AUX1Rw4 AGGCAGATCGGTAAGTGAGC 
AUX1Fw5 TAGATTGCCTGTGGTCATACCT
AUX1Rw6 ACTTTTACTCCCTTCACGTAT
ETR1-1F CTCGTCGTAAATCGAAGTTGATA
ETR1-2R CTCGCATCGACTCTTCTAGGAT
ETR1-3F CGCTGATCAGGTTTTACATTGGT
ETR1-4R GTTACCCTCCATCAGATTCACA
ETR1-5F CATCTCCAAGAGGTTTGAGCCTT
ETR1-6R CACAATTAAACCAGAGAAACATCAG
EIN2-1F CTTTTAGTGAACCACGACTGTAGA
EIN2-2R CTTGTCGACATCAGACGAAGAT
EIN2-3F GCGCAAGCATCGTCCCTCACAA
EIN2-4R CAGACTGTTCCTTTACATCAGAGT
EIN2-5F GGTCTATGATTTGCCAGAGAACA
EIN2-6R CTTGCCGACATAGACAATCCTGA
ERS1Fw1 ACTGATATCTGAGTTTTGTTGA 
ERS1Rv2 CTTCCAAAATTGCAGCATGT 
ERS1Fw3 CATGAGTTAGAGCTTGTAGAA 
ERS1RV4 CGGTCCGAGGCTGTACAAA, 
ERS1Fw5 TCTACCTATGTGTGCAGGTT, 
ERS1Rv6 AATCCAATAAGTTAGATCACAC 
EIR1Fw1 TCCTTGTCCATAAATACGTTAT 
EIR1Rv2 CTCCTATCTCCGCATCGGTC 
EIR1Fw3 GTATGAATTTTTCACTGAT
EIR1Rv4 ACGGAACTGACCATAAATTATA 
EIR1Fw5 ACAATAATAGTGGTATGAATT
EIR1Rv6 TCTTCCACGTCGCTACCTT
EIR1Fw7 TGACAGCGATGCAGAATCTG
EIR1Rv8 ATTTTCGACTATCATATGCTAT
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N Index Fold Change logSignal (A) logRatio (M) StdErr (logRatio) logControl StdErr (logControl) logExperiment Err (logExperiment) pval (LiMMA) FDR (LiMMA) pval (RankProd) FDR (RankProd) ID ProbeID Oligo Systematic Name Description Sequence
1 437 -3.08 9.24 -1.62 0.54 10.05 0.42 8.43 0.41 0.01272634 0.43582371 0.00000199 0.0036 ATCG00360.1 TC390198 A_84_P769702 TC390198 tc|Rep: Photosyste             ACTCCTGGTAATTATATTGAAGCACAGAATTGGTTGACGATCACGAGGCGCTTCGAATAA
1 3285 -1.59 7.41 -0.67 0.43 7.75 0.53 7.08 0.31 0.11354219 0.9999656 0.00686311 0.48190994 ATCG00870.1 TC398782 A_84_P769882 TC398782 tc|Rep: Uncharacte          TGGTATGAACTGCCTAAACAAGAATTCTTGAACAGCGAACAACCGGAGCTATTACTCACT
1 4011 -2.65 13.55 -1.41 0.85 14.25 0.61 12.85 0.36 0.08882429 0.99431832 0.00005108 0.02717647 ATCG01040.1 TC394971 A_84_P769783 TC394971 tc|Rep: Cytochrom            CAGTGGTTAATGATGCACGTAAGTATGATGATATTAGGCTATGGCGCTCTGTTATGCGGA
1 4988 -1.83 15.25 -0.87 0.39 15.69 0.19 14.81 0.28 0.03966408 0.74516407 0.00174016 0.24745283 ATCG00740.1 TA29826_3702 A_84_P769792 TA29826_3702 tc|Rep: DNA-direct             TTATTTGTGTCCAAGGTCCTGGATATATAACTGCTCGAGACATTATTTTACCGCCCGCTG
1 5556 -2.82 14.46 -1.5 0.85 15.21 0.37 13.72 0.53 0.07512179 0.93710552 0.00000553 0.00714286 ATCG00720.1 TA33728_3702 A_84_P769694 TA33728_3702 tc|Rep: Isoform 2 o        CTTTACCTTGGGATCAAATTGGTTATTGGGCGGTCAAAATTGTAACAGGTGTACCTGACG
1 5951 -4.13 13.69 -2.05 0.59 14.71 0.42 12.67 0.58 0.00731184 0.33096067 0 0 ATCG00540.1 TA53164_3702 A_84_P769965 TA53164_3702 tc|Rep: Apocytochr          ATCCTAATGTGGGTGGATTTGGTCAGGGGGATGCGGAAATAGTACTTCAAGATCCATTAC
1 6204 -1.61 12.65 -0.69 0.65 12.99 0.4 12.31 0.33 0.24177075 0.9999656 0.00061787 0.13179245 ATCG00280.1 TA27570_3702 A_84_P770018 TA27570_3702 tc|Rep: Photosyste               TACCTCTCATTTTGTTCTAGGATTTTTCCTATTCGTGGGTCATTTATGGCACGCGGGAAG
2 6478 -2.65 12.03 -1.41 0.93 12.73 0.57 11.32 0.42 0.11164882 0.9999656 0.00000398 0.00580645 ATCG01130.1 AI997636 A_84_P769957 AI997636 Unknown ACAGAAGCGGAACTTGATTTATTTCTGACAAGATATTCGCGTTTTCAATTGCGATGGAAT
1 7490 -1.22 15.16 -0.29 0.54 15.31 0.14 15.02 0.42 0.53156063 0.9999656 0.10484741 1.06328773 ATCG00840.1 TA29823_3702 A_84_P769759 TA29823_3702 tc|Rep: Chloroplast           GACCTATTCTGGGACATACAATGCATTACAGACGTATGATCATTACGCTTCAACCGGGTT
1 7547 -2.44 13.51 -1.29 0.47 14.15 0.31 12.87 0.28 0.0197717 0.54012885 0.0000732 0.03377551 ATCG00490.1 TA47954_3702 A_84_P769719 TA47954_3702 tc|Rep: Ribulose bi            TAATGAGGGACGTGATCTTGCAGTCGAGGGTAATGAAATTATCCGTGAAGCTTGCAAATG
1 7999 -1.19 16.05 -0.25 0.67 16.17 0.41 15.92 0.27 0.65364803 0.9999656 0.03393145 0.86056085 ATCG00070.1 TA45528_3702 A_84_P769861 TA45528_3702 tc|Rep: Photosyste            CCCGTAATACCTCTTTTCTTTCTTCTCTTAGCCTTTGTTTGGCAAGCCGCTGTAAGTTTT
1 8279 1.02 6.33 0.03 0.06 6.32 0.01 6.35 0.06 0.75505466 0.9999656 0.59109465 0.95466924 ATCG00890.1 TC380043 A_84_P769994 TC380043 Unknown ATTTATTCTGGTGTGGATGGCAGGCAGGCCTATATTTCTTGGTTTCAATAGGACTCCTTA
1 9453 -3.75 10.25 -1.91 0.65 11.21 0.34 9.3 0.47 0.01421259 0.45791084 0 0 ATCG00170.1 TA47177_3702 A_84_P830012 TA47177_3702 Unknown GCCACCTATGAGATAGCGGACAGTATAAATTTGGCAACACTCTTCCCACAAGATCTCTTT
1 10141 -4.23 15.55 -2.08 0.83 16.59 0.16 14.51 0.71 0.02467882 0.59805809 0 0 ATCG00340.1 TA42341_3702 A_84_P769817 TA42341_3702 tc|Rep: Photosyste              GGTTATATATTCACTTATGCGGCTTTCTTGATTGCCTCCACATCGGGCAAATTCGGTTAA
1 10930 -2.28 9.74 -1.19 0.86 10.34 0.48 9.15 0.41 0.13860592 0.9999656 0.00000332 0.005 ATCG00680.1 TC368706 A_84_P769873 TC368706 tc|Rep: Photosyste             ATTTGGCATGGTGCTAGAACCCTCTTCAGAGATGTTTTTGCTGGTATTGATCCAGATTTG
1 12429 -1.69 15.7 -0.75 0.64 16.08 0.29 15.32 0.5 0.19920227 0.9999656 0.0022395 0.27223118 ATCG01090.1 TA43479_3702 A_84_P770015 TA43479_3702 tc|Rep: NAD(P)H-q                TAACATCGGAACGTTTCCGCGGTCGAATCCATTTTGAATTTGATAAATGCATTGCTTGTG
1 12468 -1.22 9.71 -0.29 0.92 9.86 0.91 9.57 0.37 0.70585727 0.9999656 0.00395931 0.36915464 ATCG01110.1 TC373681 A_84_P769774 TC373681 tc|Rep: NAD(P)H-q                AGATCAAAGCGGTTTTCCTTGGAGATGGAAAATACGACCACCGGGTTTTATTAATTTGCA
1 12694 -1.15 6.54 -0.21 0.12 6.64 0.19 6.43 0.09 0.16074295 0.9999656 0.27786112 0.95183493 ATCG00730.1 TC400941 A_84_P769903 TC400941 tc|Rep: Isoform Lon          GCGGCCCTGTGGTTAGGTATTGGAGCAACATTACCGATTGATAAATCTCTAACTTTAGGT
3 13058 -1.83 10.83 -0.87 1.2 11.27 0.87 10.39 0.63 0.39630575 0.9999656 0.00001061 0.01021277 ATCG00350.1 W43885 A_84_P769750 W43885 tc|Rep: Photosyste              CTGGGTGGAATTGCCACAACATGGGCGTTCTTCTTAGCAAGAATTATTGCAGTAGGATAA
1 13179 -2.98 9.42 -1.58 0.42 10.21 0.31 8.63 0.45 0.00596623 0.29582561 0.00000265 0.00461538 ATCG00670.1 TC399798 A_84_P769919 TC399798 tc|Rep: ATP-depen              GAACGGGATGTTTTTATGTCAGCAACAGAAGCCCAAGCTCATGGAATTGTTGATCTTGTA
1 14034 -2.8 11.31 -1.49 0.67 12.05 0.26 10.57 0.49 0.0380449 0.73061597 0.0000115 0.01019608 ATCG00530.1 TA51190_3702 A_84_P769950 TA51190_3702 tc|Rep: Chloroplast           CGCCTCACGGTTGGGAACTAATGATTGGTTATATTTACAAAGATTTTGGGTTTGCTCATT
1 14059 -3.02 14.39 -1.6 0.74 15.19 0.17 13.59 0.58 0.040668 0.75092153 0.00000597 0.0072973 ATCG00380.1 TA38315_3702 A_84_P769910 TA38315_3702 tc|Rep: Chloroplast           CTTTTTCGATTGGGTATGGCTTTGACTATTCCTCAAGCGCGCCAATTAGTTAATCATGGA
2 14549 -1.8 15.54 -0.85 0.64 15.96 0.23 15.11 0.52 0.15328418 0.9999656 0.00112008 0.19258555 ATCG00440.1 TA42067_3702 A_84_P855719 TA42067_3702 tc|Rep: NAD(P)H-q                TTAGGAAGGGGCCAGAGAAACTTTCTAGTTATGAATCAGGTATAGAACCGATCGGGGATG
2 14970 -3.14 15.35 -1.65 0.98 16.17 0.49 14.52 0.58 0.08546907 0.98343797 0 0 ATCG00480.1 TA29805_3702 A_84_P846895 TA29805_3702 Unknown TTAAAGTAGTAGATCTTTTGGCCCCTTATCGTCGTGGGGGAAAAATTGGACTATTCGGTG
1 15162 -2.28 10 -1.19 0.56 10.59 0.31 9.41 0.53 0.04391632 0.77483262 0.00007917 0.03616162 ATCG00430.1 TA42067_3702 A_84_P769845 TA42067_3702 tc|Rep: NADH-plast               CCTCAACAGGGTAATCGGTGTTTTACTACCAATCACAAGTTTTTTGTTGTACGCAGTCCG
1 15290 -2.87 9.43 -1.52 0.78 10.19 0.43 8.67 0.38 0.05578673 0.85335307 0.00001039 0.01021739 ATCG01000.1 CD531408 A_84_P708814 CD531408 Unknown ATCTTTAGTATTCTCTTACTTATTATCTGTGTCTACTAGTTAGGCAGAATACCATCACCC
1 15916 -3.66 11.63 -1.87 0.8 12.56 0.39 10.69 0.52 0.03165248 0.6757877 0.00000022 0.00066667 ATCG00780.1 TA29825_3702 A_84_P769824 TA29825_3702 tc|Rep: Os01g0789          TGATGACAATGCCGCAGTTGTCATTGATCAAGAAGGAAATCCAAAAGGAACTCGAGTTTT
1 16063 -1.38 7.39 -0.46 0.24 7.63 0.13 7.16 0.17 0.07149789 0.92613418 0.04907806 0.93800085 ATCG01080.1 TC387056 A_84_P769892 TC387056 tc|Rep: NAD(P)H-q                TTCTTTTAGTTTTTCTGGGATCCGGTCTTCTAGTAGGGGGTCTGGGAGTGGTATTACTTC
1 17003 -2.15 8.63 -1.1 0.57 9.18 0.44 8.08 0.24 0.06034297 0.87538671 0.00037815 0.10118343 ATCG00500.1 TC402214 A_84_P769727 TC402214 tc|Rep: Acetyl-coen              ACATCTCCTACTACCGGTGGAGTGACAGCTAGTTTTGGTATGTTGGGGGATATCATTATT
1 17748 -1.36 6.52 -0.44 0.14 6.74 0.15 6.3 0.07 0.02436032 0.59480221 0.06591442 0.99820831 ATCG00330.1 TA42341_3702 A_84_P769912 TA42341_3702 tc|Rep: Photosyste              GAAAATTCATGGAAAATTACAATCCCCACCGCGTAATAGTGCACCTACACGTCTTCATCG
2 17849 -1.33 6.47 -0.41 0.15 6.67 0.12 6.27 0.08 0.03998651 0.74812241 0.08724149 0.997347 ATCG00860.1 TC358178 A_84_P769791 TC358178 tc|Rep: Protein ycf2       AGCACTTCGAATTGTTGATTCAGCGCCAGAGATGGCTTAGAACCAATAGTTCATTATCTA
1 18805 -3.27 13.03 -1.71 0.86 13.88 0.31 12.17 0.61 0.05363847 0.84190609 0.00000265 0.00428571 ATCG00820.1 TA29823_3702 A_84_P769991 TA29823_3702 tc|Rep: Chloroplast           ATCCACCATTATACCCACAATGATTGGCCATACGATCGCTATTCATAATGGAAGGGAACA
1 21042 -2.19 15.03 -1.13 0.44 15.6 0.23 14.46 0.35 0.02344306 0.58635274 0.00014352 0.05453782 ATCG00300.1 TC381852 A_84_P769803 TC381852 tc|Rep: Uncharacte                 CCCGTTGTATTTGCGTCTCCTGATGGTTGGTCGAGTAACAAAAATGTTGTATTTTCTGGT
1 23116 -1.03 15.94 -0.05 0.68 15.96 0.54 15.91 0.31 0.93649939 0.9999656 0.10001813 1.07812213 ATCG00580.1 TA48830_3702 A_84_P769945 TA48830_3702 tc|Rep: Cytochrome          ATTTTACAGAGAGCCGACAAGGCATTCCATTAATAACAGGCCGTTTTGATCCTTTGGAAC
1 23738 -2.06 9.54 -1.04 0.72 10.06 0.65 9.02 0.62 0.12702298 0.9999656 0.0001192 0.04855856 ATCG00130.1 TA48524_3702 A_84_P769870 TA48524_3702 tc|Rep: ATP syntha          CGCGAACGGGTTTTCCAACAAGCTTTACAAGGAGCTATAGGAACCCTAAATAGTTGTTTG
1 24049 -1.67 9 -0.74 0.29 9.37 0.47 8.63 0.23 0.0288872 0.64507618 0.00682618 0.4823125 ATCG01060.1 TA49214_3702 A_84_P769744 TA49214_3702 tc|Rep: Photosyste           TAAGCAAATAGCTTCTGCTCCAAGAACCGAGGACTGTGTTGGTTGTAAGAGATGTGAATC
1 24496 -1.96 9.31 -0.97 0.44 9.8 0.48 8.83 0.08 0.04176513 0.7599078 0.00112583 0.19284091 ATCG00660.1 CD531842 A_84_P769733 CD531842 tc|Rep: Chloroplast           TAGTTTCGGCTCATCGGGATAGGGGTAAAAGAAAAAGAGATTTTCGCCGTTTATGGATCA
1 24515 -1.84 14.81 -0.88 0.57 15.25 0.24 14.37 0.45 0.11213243 0.9999656 0.00180385 0.25332298 ATCG00750.1 TA29826_3702 A_84_P769967 TA29826_3702 tc|Rep: DNA-direct             CGGAAGAGATGCGGCATTACGAGCTATTCGTAGAAGCGGTATACTTTTAAGTTTCGTACG
2 24802 -2.55 16.31 -1.35 0.7 16.98 0.33 15.63 0.6 0.0586819 0.86690482 0.00001106 0.01 ATCG00440.1 TA42067_3702 A_84_P769852 TA42067_3702 tc|Rep: NAD(P)H-q                GGGCAATGAGTTTCGATGTACTGGGGGTATCTGCTTTTATAGAAGCTTTCATTTTCGTGC
1 24817 -1.58 9.68 -0.66 0.52 10.01 0.49 9.35 0.05 0.17602295 0.9999656 0.00354732 0.34947712 ATCG01010.1 TA49792_3702 A_84_P832601 TA49792_3702 tc|Rep: NAD(P)H-q                 TCCTTTTTCCGACAGCAACAAAAAACCTTCGCCGCATGTGGACTTTTCTTAGTATTTTTT
2 25553 -1.32 13.03 -0.4 0.25 13.23 0.34 12.83 0.2 0.121222 0.9999656 0.06843565 0.95069408 ATCG00020.1 TA40383_3702 A_84_P769753 TA40383_3702 tc|Rep: Photosyste           GCTGCTCACGGTTATTTTGGCCGATTGATTTTCCAATATGCTAGTTTCAACAATTCTCGT
3 26097 -2.05 11.8 -1.03 0.76 12.32 0.57 11.29 0.4 0.14675792 0.9999656 0.00039584 0.10112994 ATCG00040.1 TA50316_3702 A_84_P833026 TA50316_3702 tc|Rep: Maturase K        GCAAGCGGTCTTCGCATTTACGATCGACATCTTATGAAGTCCTTTTTGAGCGAATTGTAT
3 28198 -2.14 7.97 -1.1 0.33 8.52 0.21 7.42 0.17 0.01028258 0.38748194 0.00023684 0.07705036 ATCG00040.1 TC376926 A_84_P769955 TC376926 tc|Rep: Maturase K        TGGGCTCTGGTTTATTGGAAGAATTCCTTACGGGGGAAGACCAAGTTCTTTCTTTAATCT
1 28230 -2.59 11.89 -1.37 0.49 12.58 0.26 11.21 0.35 0.01792708 0.51340245 0.00002433 0.01746032 ATCG00420.1 TA42066_3702 A_84_P769700 TA42066_3702 tc|Rep: NADH-plast               ATATGTTAGGAATCACTTATGATAGCCATCCACGACTGAAACGGATCCTAATGCCCGAGA
1 28333 -3.49 11.12 -1.8 0.86 12.02 0.46 10.22 0.56 0.0446151 0.78106659 0.00000066 0.00130435 ATCG00790.1 TA29825_3702 A_84_P769928 TA29825_3702 Unknown TGGTGGAAAAATTTGGGTACGTATATTTCCAGACAAACCAGTTACAGTAAGACCTGCGGA
1 28393 -1.88 11.74 -0.91 0.61 12.19 0.61 11.28 0.18 0.11888915 0.9999656 0.0020356 0.26076487 ATCG00770.1 TA29825_3702 A_84_P770011 TA29825_3702 tc|Rep: Chloroplast           GACTTCTCAAGGTATAATGACAGACCGAGAAGCTCGACTAAAAAGAATCGGCGGAGAAAT
1 28626 -1.3 11.15 -0.38 0.78 11.34 0.8 10.96 0.21 0.56183854 0.9999656 0.00222357 0.27175676 ATCG00270.1 TA51185_3702 A_84_P769933 TA51185_3702 tc|Rep: Photosyste           TTTATGGATGAGTGCTCTTGGAGTAGTCGGTTTAGCTTTGAACCTACGTGCCTATGACTT
3 30038 -1.61 9.44 -0.69 1.1 9.78 1.08 9.1 0.44 0.46116506 0.9999656 0.00004511 0.02487805 ATCG00350.1 TA53327_3702 A_84_P838080 TA53327_3702 tc|Rep: Photosyste              CACTGGGTGGCAAAGTAGCTTTGTTACCTATTCCATTAGGAACGGCAGATTTTTTGGTAC
2 30641 -3.27 15.79 -1.71 1.13 16.64 0.53 14.93 0.8 0.11320008 0.9999656 0 0 ATCG00480.1 TA29805_3702 A_84_P769899 TA29805_3702 Unknown AGGGTTTAATTTGATCCTTTCCGGAGAATTTGATTCTCTTCCCGAACAGGCCTTTTACTT
2 31204 -2.66 13.12 -1.41 0.55 13.82 0.61 12.41 0.2 0.0233585 0.58553922 0.00001039 0.01044444 ATCG00020.1 TA40382_3702 A_84_P824795 TA40382_3702 tc|Rep: Photosyste           CTTTTTAGTGCTATGCATGGTTCCTTGGGTACTTCTAGTGTGATCAGGGAAACCACAGAA
1 31481 -4.5 13.9 -2.17 0.62 14.98 0.13 12.81 0.59 0.00723993 0.32916786 0 0 ATCG01240.1 TA28722_3702 A_84_P769938 TA28722_3702 Unknown CCATACGCAAAAAGGAAGAGACTCATAGAATGGCAGAGGCAAATAGAGCTTTTGCACATT
1 32746 -2.4 9.35 -1.26 0.6 9.98 0.66 8.72 0.38 0.04481958 0.78160745 0.0000659 0.03104167 ATCG00520.1 TC401311 A_84_P769766 TC401311 tc|Rep: Photosyste            CACGAGAAATTGAGCAAAAAGCTGCTGAATTGGCTTACTTCTTGCGTGTACCAATTGAAG
1 33278 -2.87 16.09 -1.52 0.86 16.85 0.33 15.33 0.69 0.07449051 0.93515584 0.00000663 0.00769231 ATCG00470.1 TA29808_3702 A_84_P769998 TA29808_3702 Unknown TGAGAAAAGCTGAAGGTAAGAGACAGACAATTGAGGCTAATCTAGCTCTCAGACGAGCTC
1 33483 -1.41 11.65 -0.49 0.21 11.9 0.24 11.41 0.41 0.04566211 0.78690567 0.03807165 0.89294606 ATCG00950.1 BP817514 A_84_P769863 BP817514 tc|TOBCPRG23 Tob          CAACGGATAAAAGTTACTCTAGGGATAACAGGCTGATCTTCCCCAAGAGCTCACATCGAC
1 33545 -1.18 6.2 -0.24 0.15 6.32 0.14 6.08 0.1 0.16401186 0.9999656 0.23232618 0.94859977 ATCG00190.1 TC359121 A_84_P770003 TC359121 tc|Rep: DNA-direct            CGCCAAGAAGTACTTGGTACCACTATCATTGGAGGAACAATACCTAAACCAGAAGATGCT
1 33762 -1.29 9.52 -0.37 0.46 9.71 0.38 9.34 0.11 0.3624282 0.9999656 0.05158448 0.94707674 ATCG01050.1 Z17967 A_84_P769808 Z17967 tc|Rep: NAD(P)H-q                GTTGTTGGTAGTCGGTACAATCCAAATAATTTATGCAGCTTCAACATCTCCCGGTCAACG
1 33928 -1.33 15.15 -0.41 0.8 15.36 0.46 14.94 0.39 0.54108184 0.9999656 0.00515414 0.4110582 ATCG00640.1 TA45910_3702 A_84_P769977 TA45910_3702 Unknown CGCGGGAATTTCCAGATATATTACTCAAAAGAATCGGCATAACACCCCTAGTCGATTGGA
1 34042 -2.83 8.86 -1.5 0.51 9.61 0.58 8.11 0.43 0.0141346 0.45791084 0.00000708 0.008 ATCG01070.1 TA49214_3702 A_84_P770026 TA49214_3702 tc|Rep: NAD(P)H-q                TGCAGCCGCTGAAGCAGCTATTGGATTAGCTATAGTCTCGTCAATTTATCGTAACAGAAA
1 34294 -1.02 16.61 -0.03 0.7 16.63 0.28 16.6 0.42 0.95998922 0.9999656 0.0682992 1.00113128 ATCG01020.1 TA39014_3702 A_84_P769815 TA39014_3702 Unknown GGAAGGGATATTGGACATCGTTGAAAGCTTTTTCATTAGGGAAATCACTTTCTACAGGTA
1 34382 -2.23 13.61 -1.16 0.83 14.19 0.63 13.03 0.59 0.13562059 0.9999656 0.00001084 0.01 ATCG00710.1 TA33729_3702 A_84_P769837 TA33729_3702 tc|Rep: Photosyste             CGACCCCTTTGATGGGTGTTGCAATGGCTCTATTTGCGGTATTCCTATCTATTATTTTGG
1 34407 -2.96 11.83 -1.57 0.78 12.61 0.33 11.05 0.46 0.05267541 0.83641639 0.00000597 0.0075 ATCG00120.1 TA41433_3702 A_84_P769781 TA41433_3702 tc|Rep: ATP syntha          CCGCTGAAGCAGAAAGCTTTTTGAAAGAAGGTATTCAAGAGCAACTAGAACGTTTCCTAC
2 35019 -1.17 6.17 -0.22 0.04 6.29 0.09 6.06 0.05 0.06181188 0.88318334 0.24890513 0.9876661 ATCG00860.1 TA52674_3702 A_84_P836893 TA52674_3702 Unknown GCTTCCGGAAGAAAGCGAAGAATTTCTTGGGAATCCTACAAGAGCCATTCGTTCTTTTTT
1 37761 -3.52 11.52 -1.82 0.62 12.42 0.66 10.61 0.7 0.01393517 0.45432467 0 0 ATCG01230.1 TA28722_3702 A_84_P769690 TA28722_3702 Unknown TCTTAGTAAGAGGGGGAAGGGTTAAGGATTTACCCGGTGTGAGATATCACATTGTTCGAG
1 38081 -2.13 8.6 -1.09 0.45 9.14 0.25 8.05 0.27 0.02920138 0.64856494 0.00025144 0.07951049 ATCG01120.1 TC404086 A_84_P769724 TC404086 tc|Rep: Chloroplast            AAGATTATTTATCTCAGCGGGGTCTACGAAAAATTCTGGGAAAACGTCAACGACTGCTGG
3 39448 -2.97 13.93 -1.57 0.78 14.71 0.29 13.14 0.5 0.05198427 0.83240468 0.00000265 0.00444444 ATCG00040.1 TA52372_3702 A_84_P836245 TA52372_3702 tc|Rep: Maturase K        ACCTGGACGGATTCATCAGATTCTGATATTCTCAACCGATTTGTGCGGATATGCAGAAAT
1 40949 -1.59 15.01 -0.67 0.77 15.34 0.48 14.67 0.42 0.31822477 0.9999656 0.0012406 0.20549451 ATCG01100.1 TA43479_3702 A_84_P769879 TA43479_3702 tc|Rep: NAD(P)H-q                CTTCCCTAGCAGAATGCGAGAGGTTACCGTTTGATTTACCAGAAGCGGAAGAAGAATTAA
1 41552 -2.47 10.18 -1.3 0.56 10.83 0.23 9.53 0.45 0.03367505 0.69060582 0.00006015 0.02989011 ATCG00180.1 TC385190 A_84_P769983 TC385190 tc|Rep: DNA-direct            CGGTGGCAATTAGATCAACGCGTTATTGCTTCAAGAGAAGTTCCTATCGAAGTTCACTAT
1 42666 -1.66 13.52 -0.73 1.47 13.89 0.94 13.16 0.72 0.55419668 0.9999656 0.00000509 0.00676471 ATCG00650.1 TA45910_3702 A_84_P769830 TA45910_3702 tc|Rep: Chloroplast           TGCCCCCGATCCAATCGGGGGATCGAATTGATTATAGAAACATGAGTTTAATTAGTCGAT
3 42807 -1.45 8.17 -0.53 0.8 8.44 0.71 7.91 0.39 0.43698448 0.9999656 0.00148187 0.22486577 ATCG00350.1 TA53438_3702 A_84_P838267 TA53438_3702 Unknown CCTAGCTATGTTAGGCTCTTTAACCATTATTGTAGCTCACCATATGTATTCCATGCCCCC
2 43062 -2.8 12.19 -1.49 1.16 12.94 0.54 11.45 0.64 0.16232904 0.9999656 0 0 ATCG01130.1 TA47044_3702 A_84_P829935 TA47044_3702 Unknown GCCGGTCAAGTAGAACTTGAATCAGATAAAGAAACAAAAAGAAATCCCGAAGCAGCTCGA
1 43771 -2.36 12.78 -1.24 1.03 13.39 0.6 12.16 0.51 0.18715529 0.9999656 0.0003222 0.0893865 ATCG00810.1 TA29823_3702 A_84_P769891 TA29823_3702 tc|Rep: Chloroplast           GAAAAAATTAAAACCTCGTGCCCGAGGACGAAGTTACCCAATAAAACGATCCACTTGTCA
1 44075 -2.39 11.53 -1.26 0.76 12.16 0.25 10.9 0.52 0.09078714 0.9999656 0.00004003 0.02291139 ATCG00050.1 NP159270 A_84_P769925 NP159270 tc|GB|AP000423.1     AAGGAGCTCAACCAACAAGAACAGCTCATGATATTTCAAAGAAGGCTGGGATTTTTACGG
1 44219 -2.47 14.25 -1.3 0.96 14.9 0.34 13.6 0.64 0.14453913 0.9999656 0.00000973 0.01023256 ATCG00800.1 TA29823_3702 A_84_P769799 TA29823_3702 Unknown GACGGAAAAGAAATTGCACGTGTTGAATGGATCAGAGAAGGCAGAGTTCCTTTACAAACA
1 44474 -1.39 12.46 -0.48 0.15 12.7 0.14 12.23 0.18 0.02344374 0.58635274 0.04929832 0.9394311 ATCG01210.1 TC379145 A_84_P769714 TC379145 tc|TOBCP16SRD Ni        TTCTTTTCCCAGAGAAGAAGCAATGACGGTATCTGGGGAATAAGCATCGGCTAACTCTGT
1 45177 -1.19 16.12 -0.25 0.52 16.24 0.35 16 0.21 0.57713982 0.9999656 0.09456855 1.04633961 ATCG00830.1 TA29822_3702 A_84_P769708 TA29822_3702 tc|Rep: Chloroplast           GTAGCGAAACTGATTGCAAAAGAGGGGAAATCGGCCACATTAAAATTACCTTCTGGAGAG
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8.4. Artículos relacionados con la tesis.
APÉNDICE

The Arabidopsis bHLH Transcription Factors MYC3 and MYC4
Are Targets of JAZ Repressors and Act Additively with MYC2
in the Activation of Jasmonate Responses C W
Patricia Ferna´ndez-Calvo,a Andrea Chini,a Gemma Ferna´ndez-Barbero,a Jose´-Manuel Chico,a
Selena Gimenez-Ibanez,a Jan Geerinck,b,c Dominique Eeckhout,b,c Fabian Schweizer,d Marta Godoy,e
Jose´ Manuel Franco-Zorrilla,e Laurens Pauwels,b,c Erwin Witters,f,g Marı´a Isabel Puga,a Javier Paz-Ares,a
Alain Goossens,b,c Philippe Reymond,d Geert De Jaeger,b,c and Roberto Solanoa,e,1
a Departamento de Gene´tica Molecular de Plantas, Centro Nacional de Biotecnologı´a–Consejo Superior de Investigaciones
Cientı´ficas, Campus Universidad Auto´noma, 28049 Madrid, Spain
b Department of Plant Systems Biology, VIB, B-9052 Ghent, Belgium
cDepartment of Plant Biotechnology and Genetics, Ghent University, B-9052 Ghent, Belgium
dDepartment of Plant Molecular Biology, University of Lausanne, CH-1015 Lausanne, Switzerland
eGenomics Unit, Centro Nacional de Biotecnologı´a–Consejo Superior de Investigaciones Cientı´ficas, Campus Universidad
Auto´noma, 28049 Madrid, Spain
f Department of Biology, EBT-CEPROMA, University of Antwerp, B-2020 Antwerpen, Belgium
g Flemish Institute for Technological Research, VITO-MANT, B-2400 Mol, Belgium
Jasmonates (JAs) trigger an important transcriptional reprogramming of plant cells to modulate both basal development
and stress responses. In spite of the importance of transcriptional regulation, only one transcription factor (TF), the
Arabidopsis thaliana basic helix-loop-helix MYC2, has been described so far as a direct target of JAZ repressors. By means
of yeast two-hybrid screening and tandem affinity purification strategies, we identified two previously unknown targets of
JAZ repressors, the TFs MYC3 and MYC4, phylogenetically closely related to MYC2. We show that MYC3 and MYC4 interact
in vitro and in vivo with JAZ repressors and also form homo- and heterodimers with MYC2 and among themselves. They
both are nuclear proteins that bind DNA with sequence specificity similar to that of MYC2. Loss-of-function mutations in any
of these two TFs impair full responsiveness to JA and enhance the JA insensitivity of myc2 mutants. Moreover, the triple
mutantmyc2 myc3 myc4 is as impaired as coi1-1 in the activation of several, but not all, JA-mediated responses such as the
defense against bacterial pathogens and insect herbivory. Our results show that MYC3 and MYC4 are activators of JA-
regulated programs that act additively with MYC2 to regulate specifically different subsets of the JA-dependent transcrip-
tional response.
INTRODUCTION
The plant hormones jasmonates (JAs) are fatty acid–derived
oxylipins required for the regulation of multiple physiological as-
pects of plant growth, development, and defense (Wasternack,
2007; Kazan and Manners, 2008; Browse, 2009; Chung et al.,
2009; Pauwels et al., 2009). Thus, JAs are widely recognized as
regulators of plant responses to environmental stresses such as
pathogen and pest attack, wounding, ozone exposure, and
water deficit (Devoto et al., 2005; Browse and Howe, 2008).
They are also important regulators of growth and developmental
programs such as gamete development, the cell cycle, root
growth, tendril coiling, and senescence in many plant species
(Pauwels et al., 2008; Zhang and Turner, 2008; Reinbothe et al.,
2009; Yoshida et al., 2009). JAs are being recognized as impor-
tant integrators of developmental and stress signals to modulate
the allocation of resources to grow or to defend (Moreno et al.,
2009; Robson et al., 2010).
Transcription is a major regulatory step in the activation
of these responses, and JAs trigger an important transcrip-
tional reprogramming of the cells to switch the basal develop-
mental programs into the necessary stress response program
(Reymond et al., 2004; Devoto et al., 2005; Mandaokar et al.,
2006; Pauwels et al., 2008). The signaling events that lead to
transcriptional reprogramming are starting to be elucidated.
Upon elicitation by exogenous or endogenous signals, the
hormone (+)-7-iso-jasmonoyl-L-isoleucine [also known as (3R,7S)-
jasmonoyl-L-isoleucine or JA-Ile] is synthesized by JAR1
(Fonseca et al., 2009b; Suza et al., 2010; Wasternack and
Kombrink, 2010). JA-Ile is perceived by a receptor complex
formed by the protein COI1 and the JAZ repressors (Xie et al.,
1998; Thines et al., 2007; Katsir et al., 2008; Fonseca et al.,
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2009b; Sheard et al., 2010). COI1 is an F-box protein that
participates in Skp1-Cul1-F-box protein (SCF)-type E3-ubiquitin
ligase complex and is responsible for the recognition and re-
cruitment of specific substrates. The hormone stimulates the
specific binding of COI1 and JAZ proteins that leads to ubiquiti-
nation of JAZ by SCFCOI1 and subsequent degradation by the
26S proteasome (Chini et al., 2007; Maor et al., 2007; Thines
et al., 2007; Yan et al., 2007; Saracco et al., 2009). In the absence
of the hormone, JAZ repressors bind to transcription factors
(TFs) and prevent their activity by recruiting the general core-
pressors TOPLESS (TPL) and TOPLESS-Related (TPR) proteins
through an interaction with the adaptor protein NINJA (Pauwels
et al., 2010). Upon hormone accumulation and perception,
degradation of JAZ repressors liberates TFs from NINJA and
TPL and initiates the transcriptional reprogramming of the cell
and the activation of the JA responses.
However, the key signaling events identified so far still do not
explain how the diversity of JA responses is specifically regu-
lated. Identification of new TFs targeted by the JAZ repressors
represents a necessary step to address this question, since
MYC2/JIN1 is so far the only TF described as a direct JAZ target
(Chini et al., 2007). MYC2 is a key bHLH TF regulating the
expression of different subsets of JA-responsive genes (Boter
et al., 2004; Lorenzo et al., 2004; Dombrecht et al., 2007).
However, MYC2 cannot be the only TF regulating JA responses
since myc2/jin1 mutants do not show a complete loss of JA
sensitivity. Besides MYC2, several TFs have been shown to be
involved in specific aspects of JA-induced responses. These
include TFs such as ERF1, WRKYs, and MYBs among others
(Fonseca et al., 2009a). However, their interaction with JAZs has
not been reported so far. It has been speculated that the specific
interactions between JAZs and their respective (still unidentified)
TF targets may be largely responsible for the diversity and
specificity of JA responses to different stimuli. However, this
hypothesis remains to be formally demonstrated.
Here, we show that at least two closely related bHLH TFs,
MYC3 andMYC4, act additively withMYC2 in the activation of JA
responses. Moreover, both TFs are required for full responsive-
ness to the hormone in several JA-regulated physiological pro-
cesses, including gene expression, inhibition of root growth, and
pathogen and insect resistance. Our results suggest that MYC2,
MYC3, and MYC4 may form a cluster of TFs regulating specific
JA-dependent responses.
RESULTS
Identification of New Targets of JAZ Repressors
Yeast two-hybrid screens using JAZ2 and JAZ3 as baits iden-
tified a total of 60 positive clones. Direct sequencing revealed
that;20% corresponded to MYC2, confirming previous reports
(Chini et al., 2007, 2009; Melotto et al., 2008). Sequencing of the
remaining clones allowed the identification of two previously
unknown candidate JAZ targets: the TFs MYC3 and MYC4.
MYC3 andMYC4, togetherwith At5g46830 (bHLH028), are the
closest homologs of MYC2 in the Arabidopsis thaliana genome
(see Supplemental Figure 1 online). To test if theseMYC proteins
interact with other JAZ proteins and if there is specificity in this
interaction, we checked all possible combinations between all 12
JAZ proteins (as baits) and all four MYC TFs (as preys) by yeast
two-hybrid assays (Figure 1). Consistent with previously reported
data, MYC2 interacts with virtually all JAZ proteins with the
exception of JAZ4 and JAZ7 (Figure 1; see Supplemental Figure
2 online; Melotto et al., 2008; Chini et al., 2009). Similarly, MYC3
interacts in yeast with all JAZ proteins except JAZ4, and MYC4
interacts with all JAZ, but very weakly with JAZ4. Thus, in
contrast with MYC2, MYC3 and MYC4 interact with JAZ7, and
MYC4 can weakly interact with JAZ4. In addition to this qualita-
tive difference, quantitative differences in the intensities of the
interactions were also present (Figure 1).
To support further that MYC3 and MYC4 are direct targets of
JAZ proteins, we performed pull-down experiments using re-
combinant purified MBP-JAZ (maltose binding protein-JAZ) fu-
sion proteins and extracts of transgenic plants expressingMYC3
or MYC4 derivatives (MYC3-HA or MYC4-GFP [for green fluo-
rescent protein]). As shown in Figure 2, the results were consis-
tent with those in yeast. MYC3 and MYC4 could be pulled down
by most MBP-JAZ proteins, although again, qualitative and
quantitative differences could be observed among different
JAZ proteins and between MYC2, MYC3, and MYC4 (Figure 2;
Chini et al., 2009).
In spite of being the closest phylogenetic homolog to MYC2,
bHLH028 was not identified in our screens (neither in yeast
Figure 1. MYC3 and MYC4 Interact with JAZ Repressors in Yeast Two-
Hybrid Assays.
Yeast cells cotransformed with pDEST22-MYC2, pDEST22-MYC3,
pDEST22-MYC4, or pDEST22-bHLH028 (preys) and pDEST32-JAZ1-
12 (baits) were selected and subsequently grown on yeast synthetic
dropout lacking Leu and Trp (2) as a transformation control (shown in
Supplemental Figure 2 online) or on selective media lacking Ade, His,
Leu, and Trp (4) to test protein interactions. The bottom panel shows
one-tenth dilution yeast growth in 4 selective media. pDEST22-MYC2,
pDEST22-MYC3, pDEST22-MYC4, and pDEST22-bHLH028 cotransfor-
mations with pDEST32 vector were included as controls.
[See online article for color version of this figure.]
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two-hybrid nor in tandem affinity purification (TAP) tagging in
cultured cells; see below). Consistent with this, direct testing of
the interaction of (bHLH028) with the 12 JAZ proteins both in
yeast two-hybrid and pull-down experiments did not render any
positive results (Figure 1; see Supplemental Figure 2 online).
To confirm further their interaction with JAZ proteins in planta,
we performed TAP tagging of protein complexes in cultured
PSB-D Arabidopsis cells using MYC2, MYC3, and MYC4 as
baits. As expected for a direct target of JAZ repressors (Chini
et al., 2007), MYC2-TAP allowed the copurification of several
JAZ proteins, including JAZ2, JAZ11, and JAZ12 (Table 1; see
Supplemental Table 1 online). Moreover, MYC2-TAP also co-
purified NINJA, which has been described as an adaptor protein
between JAZ repressors and the corepressors TPL and TPR
proteins (Pauwels et al., 2010). Therefore, these results indicate
that MYC2 can form complexes in vivo with JAZ repressors and
NINJA, as previously proposed (Chini et al., 2007; Pauwels et al.,
2010). More interestingly, MYC3-TAP and MYC4-TAP baits also
identified NINJA and several JAZ proteins (JAZ2 and JAZ12 in
the case of MYC3 and JAZ2, JAZ11, and JAZ12 in the case of
MYC4; Table 1). These results strongly support that these two
new MYC TFs, similarly to MYC2, can form complexes with JAZ
repressors and NINJA in vivo and therefore participate in JA
signaling modules. In addition to JAZs and NINJA, these TAP
tagging screens also identified MYC3 as an interactor of MYC2
andMYC4, andMYC4 as an interactor of MYC3, suggesting that
they can form heterodimers in vivo (Table 1; see Supplemental
Table 1 online).
As an alternative method to identify new JAZ-interacting
TFs, we performed TAP tagging screens using JAZ3 and JAZ5
as baits. Consistent with previous results (Chini et al., 2009;
Pauwels et al., 2010), these baits identified NINJA, several JAZs,
TPL, and TPRs, confirming that these two JAZ proteins (JAZ3
and JAZ5) can participate in JA signaling modules in vivo (Table
1; see Supplemental Table 1 online). Interestingly, both baits
identified MYC3, further supporting that interactions with this
TF occur in living cells (Table 1; see Supplemental Table 1 online).
It is noteworthy that peptides corresponding to MYC2 were
also identified in several TAP tagging experiments (using JAZ3,
JAZ5, MYC3, or MYC4 as baits). However, the statistical signif-
icance was below cutoff values, indicating that endogenous
expression of MYC2 or accumulation of the MYC2 protein may
be very low in PSB-D Arabidopsis cultured cells.
The JAZ Interaction Domain of MYC Proteins
To characterize further the domain in MYC proteins responsible
for the interaction with JAZ repressors, we performed yeast two-
hybrid analysis using full-length MYC2 or several MYC2 deriva-
tives (fused to the GAL4 activation domain) and JAZ1 or JAZ3
(fused to the GAL4 DNA binding domain). As shown in Figure 3A,
the full-length MYC2 protein and all derivatives that included the
Figure 2. MYC3 and MYC4 Interact with JAZ Repressors in Pull-Down
Experiments.
Immunoblots with anti-HA antibody of recovered MYC3-HA (A) or with
anti-GFP antibody of recoveredMYC4-GFP (B) after pull-down reactions
using crude protein extracts from 35S:MYC3-HA (M3), 35S:MYC4-GFP
(M4), or Col-0 (C) Arabidopsis plants and resin-bound recombinant MBP
or MBP-fused JAZ proteins (top). Input lanes show the level of expres-
sion of recombinant proteins in transgenic and control plants. Coomas-
sie blue staining shows the amount of recombinant proteins used
(bottom). Double bands correspond to degradation products of MBP-
fused JAZ proteins.
[See online article for color version of this figure.]
Table 1. Interactors of MYC and JAZ Proteins in TAP Tagging Screens
Identified Proteins MYC4 MYC3 MYC2 JAZ3 JAZ5
JAZ2 3 4 2 2
JAZ3 2
JAZ5 4
JAZ11 4 1
JAZ12 4 4 3 4
MYC4 4 2
MYC3 4 4 3 1 2
MYC2 3
NINJA 4 4 3 2 4
TPR1/TPL 1 2
TPR2 1
TPR3 1
The left column shows identified proteins that copurified with TFs
MYC2-, MYC3-, and MYC4-TAP and repressors JAZ3- and JAZ5-TAP
expressed in Arabidopsis cells suspension cultures (PSB-D) as TAP-
tagged fusion proteins. Numbers within the table indicate the number of
positive results for each combination of prey/bait in four independent
TAP experiments, except in the case of JAZ3-TAP, where only two
experiments were available.
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N terminus were able to interact with both JAZ1 and JAZ3.
However, derivatives lacking this N terminus did not interact with
any of these JAZs. The smallest positive MYC2 fragment tested
had three regions also conserved in MYC3 and MYC4: the MYC
activation domain (in black) and two additional conserved re-
gions representedwith gray vertical or horizontal stripes in Figure
3 and Supplemental Figure 3 online. To delineate further the
MYC2 interaction domain, we separated these two conserved
domains and tested the corresponding protein derivatives
(MYC2-D93-160 andMYC2-D55-99 fused to the GAL4 DNA binding
domain; Figure 3B) in yeast two-hybrid assays against all MYC2-
interacting JAZ proteins (fused to the GAL4 activation domain).
The results showed that the MYC2-D93-160 region was sufficient
for the interaction with most JAZ proteins, whereas the other
conserved domains were dispensable. To verify that this new
domain also mediates the interaction of additional MYC proteins
with the JAZs, we tested the corresponding MYC3 derivative
(MYC3-D82-141) and confirmed that this region was also sufficient
for the interaction of MYC3 with most JAZ proteins (Figure 3B).
The identified JAZ interaction domain is conserved among
MYC proteins from several plant species, and the degree of
conservation is very high among MYC2, MYC3, and MYC4 (see
Supplemental Figure 3 online). Using this conserved domain in a
BLAST search, we identified additional MYC proteins bearing it
and therefore representing new candidate JAZ targets (see
Supplemental Figure 3 online).
Homo- and Heterodimerization between MYC TFs
The TAP tagging results suggested that MYC2, MYC3, and
MYC4 TFs could dimerize in vivo. To test this hypothesis fur-
ther, we transiently expressed these proteins in Nicotiana ben-
thamiana leaves and checked all possible combinations by
coimmunoprecipitation experiments. Consistent with TAP tag-
ging results, MYC2, MYC3, and MYC4 could form homo- and
heterodimers, whereas none of them interact with the closely
relatedMYCTFAt AIB (Figure 4).MYC4/MYC4andMYC4/MYC2
signals are weak, suggesting that the strength of the interactions
may be different for different MYC/MYC combinations.
DNA Binding Specificity of MYC3 and MYC4
The interaction of MYC3 and MYC4 with JAZ repressors in vitro
and in vivo and their heterodimerization withMYC2 suggests that
these three TFsmay share redundant functions. To test this idea,
we first confirmed their predicted nuclear localization in vivo
using GFP fusions of both MYC3 and MYC4 proteins. As for
MYC2 (Lorenzo et al., 2004), both MYC3 and MYC4 are nuclear
proteins (see Supplemental Figure 4 online).
Next, we characterized the DNA binding specificities of MYC3
and MYC4 and compared them with that of MYC2 (recently
characterized by Godoy et al., 2011). We determined the con-
sensus DNA binding site of MYC3 and MYC4 using a protein
binding microarray developed in our laboratory (PBM11; Godoy
et al., 2011). The PBM11 contains all possible combinations of
double-stranded 11mers (;4.2 million sequences) combined in
;240,000 oligonucleotides. The PBM11 is hybridized against
the TF fused to MBP, and the result of specific binding of the TF
to its DNA binding sites revealed by an antibody against MBP.
This PMB11 has been successfully used for the determination of
the consensus DNA binding site of MYC2 and other TFs (Godoy
et al., 2011). As shown in Figure 5, the consensus binding sites
obtained for MYC3 and MYC4 are strikingly similar to that of
MYC2 (the G-box), including their preferences for 59- and 39-end
nucleotides (Figures 5A and 5B). In addition, we also analyzed
E-scores (reflecting binding affinities) of all three MYC proteins
for all the possible G-related variants generated by replacing
each nucleotide in the canonical G-box by the three remaining
bases. In this analysis, we observed the highest E-scores for the
elements G, T/G, G-like, G/A, and G/C, indicating that the MYC
Figure 3. Identification of the Domain in MYC TFs Interacting with JAZ
Proteins.
(A) Full-length MYC2 or truncated derivatives were tested for interaction
with JAZ1 and JAZ3. Yeast cells cotransformed with pGBKT7-JAZ1 or
pGBKT7-JAZ3 (bait) and pGADT7-MYC2 or pGADT7-MYC2 derivatives
(prey) were selected and subsequently grown on selective media lacking
Ade, His, Leu, and Trp (4) to test protein interactions. The different
domains in MYC proteins are represented in (A) and (B): conserved
domains among MYC proteins in gray with vertical and horizontal stripes
and activation domain in black and bHLH motif.
(B) Different N-terminal fragments of MYC2 and MYC3 were assayed for
interaction with MYC2-interacting JAZ proteins (JAZ1, 2, 3, 5, 6, 8, 9, 10,
11, and 12). Yeast cells cotransformed with pGBKT7-MYC2 derivatives
or pGBKT7-MYC3 derivatives (bait) and pGADT7-JAZ proteins (prey)
were selected and subsequently grown on selective media lacking Ade,
His, Leu, and Trp (4) to test protein interactions. pGBKT7-MYC2 or
pGBKT7-MYC3 cotransformations with the pGADT7 vector were in-
cluded as controls.
[See online article for color version of this figure.]
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proteins tested showed similar binding affinities. However, we
observed that whereas MYC2 and MYC3 were undistinguish-
able, MYC4 showed lower affinity for the G-box variants (Figure
5C). These results indicate that MYC2 and MYC3 have almost
identical DNA binding specificities and, therefore, likely recog-
nize similar targets in vivo. By contrast, MYC4, although showing
a very similar binding affinity to the other two MYC proteins, may
recognize a slightly different subset of target genes in vivo, at
least in its homodimeric conformation.
Expression Patterns ofMYC3 andMYC4
To gain further insight intoMYC3 andMYC4 function, we analyzed
their expression patterns using fusions of their promoters to the
b-glucuronidase (GUS) reporter in stable transgenic plants. Both
MYC3 and MYC4 showed strong expression in aerial parts of
young seedlings (Figures 6A and 6E). MYC3 expression was
observed in all tissues of the hypocotyls, cotyledons, and leaves,
whereas MYC4 was preferentially expressed in the vasculature.
Similarly, bothwere expressed in developed roots (Figures 6Band
6F), but MYC4 expression was restricted to vascular tissues. In
young roots (Figures 6C and 6G), expression of both of them was
very weak. In adult plants (Figures 6D and 6H), GUS staining was
observed in most organs of the plant, including stems, siliques,
flowers, and young leaves. No evident induction or changes in
gene expressionpatterns could be detected after JA treatment (50
mMJA treatment for 1, 3, 8, 12, or 24 h). Quantitative PCR analysis
of MYC3 and MYC4 gene expression confirmed that MYC3 and
MYC4 are only very weakly induced by JA treatment (see Sup-
plemental Figure 5 online). These expression patterns are consis-
tentwith availablemicroarraydata (www.genevestigator.com; see
Supplemental Figure 6 online).
Phenotypic Characterization ofmyc3 andmyc4Mutants
Our results suggest a role ofMYC3 andMYC4 in the regulation of
JA responses. To test this hypothesis, we obtained T-DNA
insertional mutants (from Gabi-Kat; www.gabi-kat.de) for both
genes, selected homozygous plants, and analyzed the response
to JA of each single, double (of both and with myc2), and triple
mutant. We analyzed typical JA-regulated responses, such as
JA-dependent gene expression, root growth inhibition, and
defense responses to insects and bacterial pathogens. Muta-
tions in myc3 or myc4 affected to different degrees all tested
responses to the hormone, as described below for each pheno-
typic analysis.
JA-Dependent Gene Expression
We analyzed induction of JA marker gene expression in 8-d-old
wild-type andmutant seedlings. As JAmarkers, we chose genes
Figure 4. Homo- and Heterodimerization among MYC Proteins in Planta.
Immunoblots of coimmunoprecipitated MYC2-HA, MYC3-HA, and MYC4-HA (CoIP; top panel), immunoprecipitated MYC2-GFP, MYC3-GFP, and
MYC4-GFP (IP; bottom panel), and crude extracts (input HA; middle panel) from transiently expressed proteins in N. benthamiana leaves.
Immunoprecipitation was performed using anti-GFP matrix, and coimmunoprecipitated proteins were detected using anti-HA antibody. The expression
levels of the input HA-fused proteins were assessed by anti-HA of crude extracts (middle panel). The closely related bHLH At AIB was used as a
negative control for interaction and GFP vector as a background control for interaction. Asterisks in the bottom panel mark the full-length protein band.
Protein molecular mass (MW) ladder is shown on the left side of each blot. In all three panels, the lanes corresponding to MYC3 and MYC4 were
originally separated from the other three lanes by one additional lane, which has been removed in the figure.
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induced at different times after JA treatment (i.e., immediate
early [JAZ10], medium [VSP2], and late [PDF1.2] expressed
genes). As shown in Figure 7, both myc3 and myc4 single
mutants exhibit minor effects on JA induction of JAZ10,VSP2,
and PDF1.2. Interestingly, analysis of double and triple mutants
revealed, however, that each MYC TF has a striking additive
effect on JA inducibility of JAZ10 and VSP2, rendering the triple
mutants almost as impaired in JA-dependent expression of
these genes as coi1-1, a JA receptor loss-of-function mutant
that is completely insensitive to JA. In contrast, JA induction of
PDF1.2 does not seem affected in the triple mutant. Therefore,
these results indicate that MYC3 and MYC4 contribute to the
activation of gene expression in response to JA, particularly of
genes positively regulated by MYC2 (Lorenzo et al., 2004).
It is noteworthy that the single mutant myc3 showed an
enhancement of VSP2 and PDF1.2 induction by JA, which is
reminiscent of the negative effect of MYC2 on PDF1.2 expres-
sion (Figure 7; Lorenzo et al., 2004). This effect could suggest
that MYC2 and MYC3 behave as repressors of PDF1.2 and
VSP2, respectively. However, the analysis of triple mutants
discards this possibility since myc2 myc3 myc4 shows a lower
expression of VSP2, for instance, than does the myc2 myc4
double mutant. Gene expression analysis using quantitative RT-
PCR of the threeMYC genes showed a very low variation ofMYC
Figure 5. Identification of MYC2, MYC3, and MYC4 DNA Binding Motifs in Vitro.
(A) Position weight matrix representation of the top-scoring 8-mers corresponding to MYC2, MYC3, and MYC4. All three proteins showed highest
binding affinity to a canonical G-box (CACGTG).
(B) Enrichment scores (E-scores) of all the possible G-box–containing 8-mers for the three MYC proteins tested, showing similar binding preferences of
the three proteins for nucleotides at the 59- and 39-ends of the G-box 6-mer.
(C) Box plot of E-scores of G-box variants, including both single-site mutations and E-boxes (CANNTG). Boxes represent quartiles 25 to 75%, and black
line within represents the median of the distribution (quartile 50%). Bars indicate quartiles 1 to 25% (above) and 75 to 100% (below), and dots denote
outliers of the distribution. Boxes in blue correspond to MYC2, yellow boxes represent MYC3, and green ones correspond to data from MYC4.
706 The Plant Cell
expression in each mutant background, indicating that the
enhancement of PDF1.2 and VSP2 in myc2 and myc3 mutants
is unlikely to be caused by a compensatory enhancement of the
expression of the other MYC genes (see Supplemental Figure 7
online). However, whether this effect could be due to compen-
satory activation of the other two MYCs (e.g., by favoring
particular dimeric combinations) or to enhanced expression of
other unidentified MYCs needs further study.
Root Growth Inhibition by JA
Consistent with the low expression ofMYC3 andMYC4 in young
roots (Figure 6; see Supplemental Figure 6 online), but in contrast
with the striking effect on JA-dependent gene expression in
whole seedlings, myc3 or myc4 single mutants or the double
myc3myc4mutant did not show any alteration in the inhibition of
root growth by JA compared with the wild type (Figure 8). In spite
of this, the double myc2 myc3 mutant and the triple myc2 myc3
myc4 mutant showed a lower reduction of root growth induced
by JA than did the singlemyc2mutant, indicating thatMYC3 and
MYC4 also contribute to this JA-dependent phenotype. How-
ever, this contribution is weak since the triple mutant is
Figure 6. Tissue Expression Patterns of MYC3 and MYC4.
Histochemical GUS activity of 6-d-old Arabidopsis transgenic seedlings
([A] to [C] and [E] to [G]) or 4-week-old Arabidopsis plants ([D] and [H])
expressing the GUS reporter gene under the control of the promoter
of MYC3 (pMYC3:GUS) or MYC4 (pMYC4:GUS). GUS activity was
detected between 3 and 12 h after staining.
Figure 7. Effect of myc Mutants on Induction of JA Marker Genes.
Quantitative RT-PCR of JAZ10 (1-h treatments; [A]), VSP2 (6-h treat-
ments; [B]), and PDF1.2 (24-h treatments; [C]) expression in mutant and
wild-type (WT) plants. The measurements (three technical replicates)
represent the expression level between mock (basal) and treated (50 mM
JA) plants relative to wild-type basal expression. The level of each gene
is relative to that of ACTIN8. Error bars represent SD. Asterisks indicate
statistically significant differences compared with Col-0 (Student’s t
test, *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001). WT:Col-0, 2:myc2, 3:myc3,
4:myc4, 2 3:myc2 myc3, 2 4:myc2 myc4, 3 4:myc3 myc4, 2 3 4 a: myc2
myc3 myc4 a, 2 3 4 b :myc2 myc3 myc4 b,myc2 myc3 myc4 a, andmyc2
myc3 myc4 b represent two different triple mutants obtained from
independent crosses but using the same alleles.
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substantially more sensitive to JA than coi1-1 is. These results
indicate that MYC2 has a major role in the activation of JA
responses in the root, whereas MYC3 and MYC4 have only a
minor contribution in this tissue. This is consistent with the
preferential expression of MYC2 in roots (see Supplemental
Figure 6 online). Therefore, other TFs are expected to participate
in the regulation of JA responses in the root. In this context, we
already identified several MYC TFs bearing the conserved JAZ
interaction domain, and these are good candidates to regulate
these responses (see Supplemental Figure 3 online).
Analysis of JA-Dependent Defense Responses
The contrast between the strong effect of myc3 and myc4
mutants in gene expression analyses and the weak effect on
root growth inhibition was consistent with the low expression
of MYC3 and MYC4 in young roots. Therefore, we studied JA-
regulated defense responses that occur in aerial tissues, where
MYC3 and MYC4 are strongly expressed. As an example of
JA-dependent resistance, we studied herbivory by the gener-
alist herbivore Spodoptera littoralis, and as an example of
JA-mediated susceptibility, we analyzed the infection by Pseu-
domonas syringae pv tomato DC3000.
In spite of numerous replicate experiments, myc2 mutant
plants always showed a relatively modest increase in suscepti-
bility to S. littoralis larvae (Figure 9), which is consistent with its
low expression in aerial tissues (see Supplemental Figure 6
online). We thus hypothesized that MYC2 homologs might play a
role in insect resistance. Indeed, singlemyc3 andmyc4mutants
showed compromised resistance, each of them having a stron-
ger effect than that ofmyc2mutants (Figure 9). Interestingly, the
analysis of myc3 myc4 double and triple mutants showed an
additive phenotype, in the case of the triple myc2 myc3 myc4
mutant rendering plants as susceptible as coi1-1. These results
are fully consistent with the gene expression analysis and indi-
cate that each one of the three MYC TFs contribute to the
activation of JA-dependent defenses against S. littoralis, with a
prominent role for MYC3 and MYC4.
We also analyzed the response of the mutants to infection by
the hemibiotrophic pathogen P. syringae pv tomato DC3000.
Contrary to insects that activate the JA pathway and trigger a
strong defense response, this bacterial pathogen activates the
JA pathway to promote susceptibility (Feys et al., 1994; Kloek
et al., 2001; Laurie-Berry et al., 2006). Consistent with previous
reports, the JA-insensitive mutants coi1-1 and myc2 showed
increased resistance (both in terms of bacterial growth and leaf
symptoms) that correlated with their levels of JA insensitivity
(Figures 10A and 10B). Single myc3 and myc4 mutants showed
an enhanced resistance (reduction of bacterial growth and leaf
symptoms) to similar levels to those of myc2. As in the case of
S. littoralis, analysis of double and triple mutants demonstrated
an additive effect of all three genes rendering myc2 myc3 myc4
mutant plants almost as resistant to Pto DC3000 as coi1-1 was
(Figures 10A and 10B).
Figure 8. Effect of myc Mutants on Root Growth Inhibition by JA.
Root growth inhibition assay of 8-d-old Arabidopsis seedlings from the
wild type (WT), coi1-1, myc2, myc3, and myc4 single, double, and triple
mutants grown in 50 mM JA, 0.5 mM coronatine, or mock media. Results
shown are the mean6 SD of measurements from 30 seedlings. Asterisks
indicate statistically significant differences between double or triple
mutants and myc2 (one-way analysis of variance, *P < 0.05, **P < 0.01,
and ***P < 0.001). Numbering is as in Figure 7.
Figure 9. Susceptibility of myc Mutants to a Generalist Herbivore.
Freshly hatched S. littoralis larvae were placed simultaneously on each
genotype, and larval weight (mean 6 SE) was measured after 7 d of
feeding. The number of larvae used in each experiment is shown within
the bars. Asterisks indicate statistically significant differences compared
with Col-0 (Student’s t test, ***P < 0.001). Similar results were observed in
two other independent replicate experiments. The missing additive effect
in myc2 myc3 and myc2 myc4 double mutants suggests a minor role of
MYC2 in insect defense, which is consistent with its low expression in
leaves.
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These results indicate that MYC3 and MYC4 have an additive
effect with MYC2 in regulating JA-dependent responses mainly
in aerial tissues.
DISCUSSION
Activation of JA responses requires a profound transcriptional
reprogramming of cellular genetic programs that involves a
complex interplay between positive and negative regulators
(i.e., TFs and JAZ repressors). Several TFs activating JA re-
sponses have been described already, but MYC2 was the only
direct target of the JAZ repressors identified so far (Fonseca
et al., 2009a). Nonetheless, MYC2 cannot be the sole JAZ target
for a number of reasons. First, loss-of-function mutations in this
TF do not affect all JA-dependent phenotypes. For instance,
myc2/jin1 mutants are fully fertile, suggesting that other TFs
should regulate this developmental process. Second, most JA-
insensitive phenotypes associated with myc2/jin1 are weaker
than those of coi1-1 (Feys et al., 1994; Lorenzo et al., 2004; Katsir
et al., 2008; Fonseca et al., 2009b; Sheard et al., 2010). Third,
MYC2 negatively regulates the expression of some genes that
are positively activated by JA, such as PDF1.2 (Lorenzo et al.,
2004; Dombrecht et al., 2007). Therefore, other direct targets of
JAZ are expected to exist and the identification of such TFs has
become a major task in the field.
Using several JAZ proteins as bait, we identified two TFs,
MYC3 and MYC4, that are phylogenetically closely related to
MYC2, and show that both are direct targets of JAZ repressors.
In addition, we show that they act additively with MYC2 as
activators of JA-regulated programs. Supporting these conclu-
sions, we show that MYC3 and MYC4 are nuclear proteins that
bind DNAwith similar specificity to that of MYC2. They interact in
vitro and in vivo with several JAZ repressors and can also form
homo- and heterodimers among themselves and with MYC2.
Loss-of-function mutations in MYC3 and MYC4 impair full re-
sponsiveness to JA and enhance the JA insensitivity ofmyc2/jin1
mutants. Moreover, the triple mutant myc2 myc3 myc4 is as
impaired as coi1-1 in the activation of several JA-mediated
responses tested, such as the susceptibility to hemibiotrophic
pathogens (P. syringae) and the resistance to insect herbivory (S.
littoralis), as well as the induction of JA-dependent gene expres-
sion (JAZ10 and VSP2). However, since other JA-regulated
responses are not completely blocked (i.e., inhibition of root
growth) or are not altered at all (i.e., fertility) in the triple mutant,
still more TFs may be expected to act redundantly with MYC2,
MYC3, andMYC4 to achieve full responsiveness to JA, at least in
particular tissues or developmental processes.
Figure 10. Resistance of myc Mutants to the Bacterial Hemibiotrophic Pathogen Pto DC3000.
(A) Disease symptoms on Col-0 (WT),myc2 (2),myc3 (3),myc4 (4),myc2 myc3 (2;3),myc2 myc4 (2;4),myc2 myc3 myc4 a (2;3;4 a),myc2 myc3 myc4 b
(2;3;4 b), and coi1-1 plants after spray inoculation with Pto DC3000 bacteria at 108 colony-forming units mL1 (cfu/mL). Pictures were taken 3 d after
inoculation. Leaves show representative symptoms of three independent experiments.
(B) Growth of Pto DC3000 on wild-type (WT) and mutant Arabidopsis plants 2 d after spray inoculation as in (A). Bacterial counts are expressed as log
(cfu/cm2). Error bars indicate SE. The results are representative of three independent experiments. Asterisks indicate statistically significant differences
compared with Col-0 (Student’s t test, *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001).
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A genetic screen for mutants altered in Trp metabolism iden-
tified atr2D, a dominant mutant in MYC3 (Smolen et al., 2002).
This mutant showed an enhanced expression of stress-related
genes such PDF1.2 and Trp-related genes that participate in the
biosynthesis of indole-glucosinolates (Smolen et al., 2002).
These atr2D phenotypes are consistent with our results and
compatible with the activation of JA-mediated defense re-
sponses by a constitutively active form of MYC3. Interestingly,
the mutation in atr2D affects a conserved amino acid (D94N)
within the JAZ interaction domain of MYC3. Whether this muta-
tion prevents the interaction with JAZ proteins remains to be
determined. However, this could be a plausible explanation for
the constitutive MYC3 activity in the dominant atr2D mutant.
Supporting the importance of the JAZ interaction region,
At5g46830, the closest homolog of MYC2, does not interact
with any JAZ proteins at all and bears a nonconservative amino
acid change (Gly to Lys) in this conserved region (equivalent to
Gly-91 in MYC3) (see Supplemental Figure 3 online).
In addition to the identification of new TFs regulating JA
responses, one of the current major questions in the JA signaling
field is how the specificity and diversity of JA responses is
determined throughout the plant. In the case of auxins, this
diversity seems to be a consequence of a combination of
abundance and biochemical differences among TIR1/AFB auxin
receptors, local concentration of bioactive auxins, the rate of
degradation of AUX/IAA repressors, and the tissue-specific ex-
pression patterns of the components of the auxin signaling
modules (TIR/AFB receptors, AUX/IAA repressors, and ARF TFs;
Dreher et al., 2006; Leyser, 2006; Muto et al., 2007; Mockaitis
and Estelle, 2008; Parry et al., 2009; Vanneste and Friml, 2009). In
the case of JA, where only one receptor and one bioactive
hormone has been described so far (Katsir et al., 2008; Fonseca
et al., 2009b; Sheard et al., 2010), the rate of JAZ degradation
and the differences in JAZ–MYC interactions, together with the
tissue specificity of their expression patterns, may determine
how specificity is achieved in the regulation of the diversity of JA-
regulated processes. Supporting this hypothesis, JAZ spliced
isoforms are more stable than full-length JAZ proteins, which
could potentially contribute to the strength and specificity of
responses (Yan et al., 2007; Chung and Howe, 2009; Chung
et al., 2010). Moreover, in this work, we provide evidence
showing that part of this diversity and specificity can be ex-
plained by differences in MYC TF function. MYC3 and MYC4
share functions with MYC2, but each of them seems to have a
predominant role in particular processes. Whereas MYC2 has a
major role in root growth inhibition, MYC3 and MYC4 seem to
be, for instance, more important than MYC2 in the regulation of
responses to herbivory. This suggests that MYC2, MYC3, and
MYC4 are not fully redundant, but rather have evolved some
specificity on their functions. This specificity is likely due to the
differences observed in their tissue expression patterns. How-
ever, we cannot discard that the small variations in DNA binding
specificity and the differences observed in their affinities for JAZ
repressors and among themselves (homo- and heteromeric
interactions) may also contribute to the specificity of MYC
function.
Analyses of JA marker gene expression in the single, double,
and triple mutants revealed that all three MYC proteins are
required for full responsiveness to JA. In the case of immediate-
early and medium targets, such as JAZ10 and VSP2, triple
mutants greatly reduce induction by JA. By contrast, in the case
of late-responsive genes, such as PDF1.2, their expression is
only weakly affected in the triple mutant. This suggests that
MYC3 andMYC4 cooperate withMYC2 in the positive regulation
of only a subset of JA-regulated genes. It is noteworthy that
single mutants myc2 and myc3 enhance the response to the
hormone of PDF1.2 and VSP2. This would indicate that MYC2
and MYC3 act as repressors of PDF1.2 and VSP2 expression.
However, the analyses of double and triple mutants clearly show
that at least in the case of VSP2 its overinduction in myc3
mutants is an indirect effect rather than a consequence of a
direct repressive function ofMYC3. This opens newperspectives
on the understanding of MYC regulatory function and suggests
that MYC TFs are subjected to a complex regulatory network of
interactions wherein mutations in MYC2 or MYC3 promote
unbalanced compensatory effects leading to this overinduction
of PDF1.2 and VSP2. The molecular mechanism explaining such
compensatory effect awaits further investigation.
METHODS
Plant Material and Growth Conditions
Arabidopsis thaliana Columbia (Col-0) is the genetic background of wild-
type and transgenic lines used throughout the work. Plants were growth
in Johnson’s media at 218C under a 16-h-light/8-h-dark cycle as previ-
ously described (Lorenzo et al, 2003).
The knockout lines myc3 (GK445B11) and myc4 (GK 491E10) were
obtained from the Nottingham Arabidopsis Stock Centre, myc2/jin1-2
was previously described (Lorenzo et al., 2003), and coi1was provided by
J. Turner. The 35S:MYC2-GFP was previously described (Chini et al.,
2009).
Doublemyc2myc3,myc2myc4, andmyc3myc4, and triplemyc2myc3
myc4 (a and b) mutants were generated by crossing the corresponding
parental single or double (in the case of triple mutants) homozygous lines.
F2 segregating progenies of these crosses were genotyped for plants
homozygous for each gene.
To generate transgenic plants expressing MYC3 or MYC4 in Col-0
background, full-length MYC3 and MYC4 coding sequences carrying the
stop codon or not were amplified with Expand High Fidelity polymerase
(Roche) using Gateway-compatible primers (see Supplemental Table 2
online). PCR products were cloned into pDONR207 with a Gateway BP II
kit (Invitrogen) and sequence verified. These plasmids, a Gateway LR II kit
(Invitrogen), and the pGWB5 and pGWB14 (Mita et al., 1995) destination
vectors were used to generate 35S:MYC3-GFP, 35S:MCY3-HA, 35S:
MYC4-GFP, and 35S:MYC4-HA. These constructs were transferred to
Agrobacterium tumefaciens strain C58C1 by freeze thawing and then
transformed in Col-0 plants by floral dipping method (Clough and Bent,
1998). Kanamycin- and hygromycin-resistant plants were selected and
their T2 progenies propagated for subsequent analysis.
Root Measurements
For root growth inhibition assays, root length of 20 to 30 seedlings was
measured 8 d after germination in presence or absence of 50 mM JA
(Sigma-Aldrich) or 0.5mMcoronatine (Sigma-Aldrich). Three independent
replicates (20 to 30 seedlings each) were measured for each sample.
Values represent mean 6 SD. Comparisons between double and triple
mutants of myc2, myc3, and myc4 versus myc2 were done by one-way
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analysis of variance. Comparisons between OE lines and the wild type
(Col-0) were done by Student’s t test.
Yeast Two-Hybrid Screen
JAZ2 and JAZ3 sequences were PCR amplified with the Expand High
Fidelity PCR system (Roche) from plasmid templates provided by The
Arabidopsis Information Resource (TAIR) as described. All primers are
listed in Supplemental Table 2 online. PCR products were digested with
EcoRI and PstI and cloned into EcoRI-PstI–digested pGBKT7 (with GAL4
DNA binding domain; Clontech), and the constructs were sequence
verified. The pGBKT7-JAZ2 and pGBKT7-JAZ3 plasmids were used as
baits and transformed into yeast strain Y187. The prey cDNA library, from
Arabidopsis seedlings 12 d old, grown on Pi-starved medium, was pre-
pared in the plasmid pGADT7 and in yeast mating strain AH109 following
BD Matchmaker Library Construction (version PR32047; Clontech). Bait
(Y187) and prey (AH109) weremated by growing 50mL of bait and 500mL
of prey overnight on 23 YPDA medium at 308C. Yeast diploids were
selected by plating at 308C for 4 d on minimal medium SD lacking His,
Leu, Trp, and adenine and supplemented with 20 mM 3-aminotriazole.
For JAZ2 and JAZ3 baits, 67 and 38 clones containing putative interacting
preys were selected, respectively. These clones were then sequenced
and confirmed.
Yeast Two-Hybrid Assays
Full-length MYC3, MYC4, and BHLH028 coding sequences carrying a
stop codon and truncated derivatives of MYC2 andMYC3were amplified
with Expand High Fidelity polymerase (Roche) using Gateway-compat-
ible primers (see Supplemental Table 2 online). PCR products were
cloned into pDONR207with aGatewayBP II kit (Invitrogen) and sequence
verified. MYC3, MYC4, and BHLH028 constructs were used in Gateway
(Invitrogen) LR reactions, in combination with the destination low-copy
yeast expression vectors pDEST22 (Gal4 AD) and pDEST32 (Gal4 BD),
and were then checked by sequencing. Truncated derivatives of MYC2
andMYC3 in pDONR207were used in Gateway (Invitrogen) LR reactions,
in combination with the destination high-copy yeast expression vectors
pGADT7gateway (Gal4 AD) and pGBKT7gateway (Gal4 BD) (Chini et al.,
2007). JAZ1 to JAZ12 construct in pDEST32 and pGADT7gateway and
MYC2 truncated derivatives MYC2DBH (equivalent to MYC2DC) and
MYC2DN were previously described (Chini et al., 2007, 2009).
To assess protein interactions, the corresponding plasmids were
cotransformed into Saccharomyces cerevisiae AH109 cells following
standard heat shock protocols (Chini et al., 2009). Successfully trans-
formed colonies were identified on yeast synthetic dropout lacking Leu
and Trp. At 3 d after transformation, yeast colonies were grown in
selective –Leu, –Trp liquidmedia for 6 h, and the cell density was adjusted
to 33 107 cells mL21 (OD600 = 1). A 3-mL sample of the cell suspensions
was plated out on yeast synthetic dropout lacking Ade, His, Leu, and Trp
and supplemented with 3 mM 3-aminotriazole to test protein interaction.
Plateswere incubated at 288C for 2 to 4 d. The empty vectors pDEST22 or
pDEST32 or pGADT7gateway or pGBKT7gateway were also cotrans-
formed as negative controls.
Protein Extracts and Pull-Down Assays
MBP-JAZ fusion proteins were generated as previously described (Chini
et al., 2009). Ten-day-old Arabidopsis wild-type seedlings and lines
expressing 35S:MYC3-HA or 35S:MYC4-GFP were ground in liquid
nitrogen and homogenized in extraction buffer containing 50 mM Tris-
HCl, pH 7.4, 80 mM NaCl, 10% glycerol, 0.1% Tween 20, 1 mM DTT,
1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride, 50 mM MG132 (Sigma-Aldrich),
and complete protease inhibitor (Roche). After centrifugation (16,000g at
48C), the supernatant was collected. For in vivo pull-down experiments, 6
mg of resin-bound MBP fusion protein was added to 1 mg of total protein
extract and incubated for 1 h at 48Cwith rotation. After washing, samples
were denaturalized, loaded on 8% SDS-PAGE gels, transferred to nitro-
cellulose membranes, and incubated with anti-HA-horseradish peroxi-
dase (Roche) or anti-GFP-horseradish peroxidase antibody (Milteny
Biotec).
A 3-mL aliquot of MBP-fused protein of each sample was run into SDS-
PAGE gels and stained with Coomassie Brilliant Blue to confirm equal
protein loading.
TAP
Cloning of transgenes encoding tag fusions under control of the consti-
tutive cauliflower tobacco mosaic virus 35S promoter and transformation
of Arabidopsis cell suspension cultures were performed as previously
described (Van Leene et al., 2007; see Supplemental Table 2 online). TAP
of protein complexes was done using the GS tag (Bu¨rckstu¨mmer et al.,
2006) followed by protein precipitation and separation, according to Van
Leene et al. (2008). For the protocols of proteolysis and peptide isolation,
acquisition of mass spectra by a 4800 Proteomics Analyzer (Applied
Biosystems) andMS-based protein homology identification based on the
TAIR genomic database, refer to Van Leene et al. (2010). Experimental
background proteins were subtracted based on ;40 TAP experiments
on wild-type cultures and cultures expressing TAP-taggedmock proteins
GUS, red fluorescent protein, and GFP (Van Leene et al., 2010).
Coimmunoprecipitation
Nicotiana benthamiana leaves were infiltrated with Agrobacterium harbor-
ing MYC3 and MYC4 proteins fused to GFP or HA tags. Briefly, Agro-
bacterium cultures OD 0.6 were applied with a syringe to the undersides of
three leaves of 4-week-old plants grown at 16 h light/8 h dark and 218C.
Empty pGWB vectors were used for the expression of GFP and HA
proteins as negative controls. After 2 d from agroinfiltration, 0.6 g of
agroinfiltrated leaves were collected and homogenized in 2 mL of co-
immunoprecipitation buffer containing 50 mM Tris-HCl, pH 7.5, 100 mM
NaCl, 2mM DTT, 0.1% Tween 20, 1mM phenylmethylsulphonyl fluoride,
50 mMMG132, and complete protease inhibitor cocktail (Roche) and were
centrifuged twice at 16,000g at 48C. The supernatant (1.5 mg of total
protein) was incubated for 2 h (48C, with rotation) with the agarose-
conjugated anti-GFP matrix (MBL) and was washed three times with 1 mL
of immunoprecipitation buffer. After denaturation in 90mL of Laemmli SDS-
PAGE loading buffer, samples were loaded into 8% SDS-PAGE gels,
transferred to polyvinylidene fluoride membranes (Millipore), and incu-
bated with anti-HA-horseradish peroxidase (Roche) and anti-GFP-horse-
radish peroxidase antibodies (Milteny Biotec). A 30-mL aliquot of total
protein extract was also used for immunoblot with the same antibodies to
confirm equal amount of recombinant proteins in each sample.
Protein Purification and Determination of MYC3 and MYC4 DNA
Binding Motifs
Translational fusions of MYC3 and MYC4 fused to MBP were obtained
by cloning their corresponding cDNAs into the pMAL-c2 vector
(New England Biolabs) using Gateway technology. Donor templates
were obtained through PCR amplification of pMYC3 and pMYC4 with
oligonucleotides MYC3Fwgateway; MYC3Rvstopgateway (MYC3) and
MYC4Fwgateway; andMYC4Rvstopgateway (MYC4) (see Supplemental
Table 2 online). Recombinant inserts were verified by sequencing and
plasmids introduced into BL-21 strain. Expression and purification of
recombinant proteinswere as described for the pMAL purification system
(New England Biolabs).
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MYC3 and MYC4 DNA binding specificities were determined using
protein binding microarrays (PBM11) as described by Godoy et al.
(2011). Briefly, recombinant protein (1 mg) was incubated for 2.5 h at
room temperature with a double-stranded DNA microarray containing
all 11-bp sequences (;4.2 million) compacted in;240,000 spots. After
washes, mircroarrays were incubated with a primary antibody against
MBP and a secondary antibody coupled with DyLight 549 fluorophore.
Finally, slides were scanned at 5 mm in a GenePix 4000B scanner (Axon
Instruments) and signal intensities quantified in the GenePix Pro 5.1
software. All the steps (synthesis in situ of double-stranded DNA,
incubation and washes of recombinant proteins and antibodies, scan-
ning, quantification, and determination of DNA motifs) were performed
as described (Godoy et al., 2011).
GUS Staining
To generate transgenic plants expressing GUS protein under the regu-
lation ofMYC3 andMYC4 promoter regions, 2028 and 1549 bp, respec-
tively, upstream of ATG (including the first 30 nucleotides of the coding
sequence of each gene) were amplified with Expand High Fidelity
polymerase (Roche) using appropriate primers (see Supplemental Table
2 online). PCR products were cloned into pENTR/D-TOPO (Invitrogen)
and sequence verified. These clones, a Gateway LR II kit (Invitrogen), and
pGWB3 (Mita et al., 1995) destination vector were used to generate
pMYC3:GUS and pMYC4:GUS. These constructs were transferred to
Agrobacterium strain C58C1 by freeze thawing and then transformed in
Col-0 plants by the floral dipping method (Clough and Bent, 1998). Six-
day-old seedlings or adult plant tissues from several T2 transgenic lines
were stained for GUS activity. Samples were placed in staining solution
50 mM phosphate buffer, pH 7, 0.1% (v/v) Triton (Sigma-Aldrich), 2 mM
X-Gluc (Glycosynth), 1 mM K-ferrocyanide (Sigma-Aldrich), and 1 mM K
ferricyanide (Sigma-Aldrich) and incubated at 378C overnight. After
staining, the tissue was soaked in several changes of 75% ethanol and
kept in 5% glycerol until being photographed with a Leica DMR UV/VIS
microscope (seedlings) or with a digital NIKON D1-x camera (adult
plants). In the case of the roots, a root destaining protocol was applied
(Malamy and Benfey, 1997): 15 min incubation at 578C in 0.24 N HCl and
20%methanol and 15min incubation at room temperaturewith shaking in
7% NaOH and 60% ethanol. After these two incubations, tissue was
rehydrated by washing in decreasing ethanol series and vacuum treated
in 5% ethanol and 25% glycerol.
Quantitative RT-PCR
Quantitative RT-PCR experiments were performed with RNA extracted
from seedlings that were treated with 50 mM JA for 1, 6, or 24 h or mock
treated (with DMF). For each experiment, three biological replicates,
consisting of tissue pooled from 15 to 20 plants from different plates,
were taken. RNA extraction and cleanup was done using Trizol reagent
(Invitrogen) followed by RNeasy mini kit (Qiagen) and DNase digestion to
remove genomic DNA contamination. cDNA was synthesized from 0.5 to
1 mg of total RNA with the high-capacity cDNA reverse transcription kit
(Applied Biosystems). Five microliters from one-tenth diluted cDNA was
used to amplify JAZ10 (1 h treatment), VSP2 (6 h treatment), PDF1.2 (24 h
treatment), and the housekeeping gene ACTIN8 using Power SYBRGreen
(Applied Biosystems). Primer sequences are in Supplemental Table 2
online. Quantitative PCR was performed in 96-well optical plates in a 7300
Real Time PCR system (Applied Biosystems). Thermocycler conditions
comprised an initial holding at 508C for 120 s and then 958C for 10min. This
stepwas followedbya two-stepSYBRPCRprogramconsistingof 958C for
15 s and 608C for 60 s for 40 cycles. Data analysis shown was done using
three technical replicates from one biological sample; similar results were
obtained with two others biological replicates.
Insect Bioassays
Arabidopsis (Col-0) and the mutants were vernalized in water for 4 d at
48C. myc2 myc3 myc4 mutants were vernalized in water containing 0.1
mM gibberellic acid to stimulate germination. Seeds were then trans-
ferred to pots containing potting compost. coi1-1 seedswere germinated
onMurashige andSkoogmedium (Sigma-Aldrich) containing 3%sucrose
and 30 mM JA and incubated under light (150 mmol m22 s21) for 7 d in a
growth chamber. Homozygous coi1-1 mutants showing normal green-
ing of leaves and no inhibition of root growth (Feys et al., 1994) were
transferred to pots. Plants were grown for 3 weeks in a growth chamber
as previously described (Reymond et al., 2000).
Three-week-old plants were placed in transparent plastic boxes in a
growth chamber (208C, 65% relative humidity, 100 mmol m22 s21, 10/
14-h photoperiod). Forty to fifty newly hatched Spodoptera littoralis
larvae were placed on 70 plants for 7 d of feeding. Surviving larvae were
then collected and weighed. Data were analyzed on log-transformed
values by Student’s t test. The experiment was repeated three times
independently.
Bacterial Assays on Arabidopsis
Pseudomonas syringae pv tomato (Pto) DC3000 growth assays in
Arabidopsis were performed by spray inoculation. Briefly, overnight
bacterial cultures were pelleted and resuspended in sterile 10 mM
MgCl2. Three- to four week-old plants were sprayed with a bacterial sus-
pension containing 108 (colony-forming units)/mL bacteria (OD600 = 0.2)
with 0.04%Silwet L-77. Leaf discs were harvested after 2 d and ground in
10 mM MgCl2. Population counts were performed at 2 d after infiltration.
In both cases, serial dilutions of leaf extracts were plated on LB agar with
appropriate antibiotics. Each data point represents the average of four
replicates, each containing two leaf discs from different plants. Error bars
indicate SE. These experiments were repeated three times with similar
results, and representative results are shown. Pictures of disease symp-
toms 3 d after inoculation on analyzed genotypes (Col-0, myc2, myc3,
myc4,myc2 myc3,myc2 myc4,myc2 myc3 myc4 a,myc2 myc3 myc4 b,
and coi1-1) were taken with a digital NIKON D1-x.
Confocal Microscopy
GFP of Arabidopsis 35S:MYC3-GFP and 35S:MYC4-GFP transgenic
seedlings grown in Johnson’s media was visualized by a confocal
microscope at 495 to 610 nm (Leica). Photographs of cells expressing
GFP were taken under UV (GFP expression) and visible light (root
structure).
Molecular Phylogenetic Analyses
Alignment of the N-terminal JAZ interacting region of MYC2, MYC3,
MYC4, and (BHLH028) from Arabidopsis and MYC2-closest relatives
from rice (Oryza sativa), Populus, and Physcomitrella patens and se-
quences of the JAZ interaction domain of MYC2, MYC3, MYC4,
(BHLH028), (GL3), (EGL3), (TT8), (BHLH013), (At AIB), and (BHLH003)
was performed using a multiple alignment method with ClustalW algo-
rithm (T-Coffee Web server, http://tcoffee.vital-it.ch, default parameters,
blosum matrix). Similarly, full-length protein sequences of 20 MYC2
bHLH-related proteins from Arabidopsis, Populus, rice, and P. patens
were used to generate a multiple alignment with ClustalW algorithm
(T-Coffee Web server, http://tcoffee.vital-it.ch, default parameters,
blosum matrix). The alignment is available as Supplemental Data Set
1 online. A phylogenetic tree of these 20 proteins was generated by
MEGA4.0.2 using Maxima Parsimonia method (10,000 bootstrap trials).
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Accession Numbers
Sequence data from this article can be found in TAIR or GenBank/EMBL
databases under the following accession numbers: MYC2 (locus
At1G32640, GenBank NM_102998), MYC3 (locus AT5G46760, GenBank
NM_124046.1), MYC4 (locus AT4G17880, GenBank NM_117897.3), AIB
(locus AT2G46510, GenBank NM_130216.2), BHLH028 (locus
AT5G46830, GenBank NM_124054.1), GL3 (locus At5G41315, GenBank
NM_148067), EGL3 (locus At1G63650, GenBank NM_202351), TT8 (lo-
cus At4G09820, GenBank NM_117050), BHLH013 (locus AT1G01260,
GenBanK NM_100009), BHLH003 (locus AT4G16430, GenBank
NM_117738), BHLH014 (locus AT4G00870, GenBank NM_116313),
BHLH020 (locus AT2G22770, GenBank NM_179700), BHLH019 (locus
AT2G22760, GenBank NM_127841), BHLH025 (locus AT4G37850, Gen-
BankNM_119946), BHLH092 (locus AT5G43650, GenBankNM_123731),
BHLH027 (locus AT4G29930, GenBank NM_119139), ALCATRAZ (locus
AT5G67110, GenBank NM_126111), PIF4 (locus AT2G43010, GenBank
NM_129862), JAZ3 (locus AT3G17860, GenBank NM_112667), JAZ5
(locus AT1G17380, GenBank NM_101599), JAZ10 (locus AT5G13220,
GenBank NM_001161241), PDF1.2 (locus AT5G44420, GenBank
NM_123809), and VSP2 (locus AT5G24770, GenBank NM_001036860).
Accession numbers of MYC2 closest relatives from other species are as
follows: O. sativa (locus Os10g0575000, GenBank NM_001072010),
Populus trichocarpa (GenBank XM_002329476.1), and P. patens (Gen-
Bank XM_001765109).
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SUMMARY
Discovery of the jasmonate ZIM-domain (JAZ) repressors defined the core jasmonate (JA) signalling module as
COI1–JAZ–MYC2, and allowed a full view of the JA signalling pathway from hormone perception to
transcriptional reprogramming. JAZ proteins are repressors of MYC2 and targets of SCFCOI1, which is the likely
jasmonate receptor. Upon hormone perception, JAZ repressors are degraded by the proteasome releasing
MYC2 and allowing the activation of JA responses. All members of the JAZ family share two conserved
domains, the Jas motif, required for JAZ interactions with MYC2 and COI1, and the ZIM domain, the function of
which is so far unknown. Here, we show that the ZIM domain acts as a protein–protein interaction domain
mediating homo- and heteromeric interactions between JAZ proteins. These JAZ–JAZ interactions are
independent of the presence of the hormone. The observation that only a few members of the JAZ family form
homo- and heteromers may suggest the relevance of these proteins in the regulation of JA signalling.
Interestingly, the JAZ3DJas protein interacts with several JAZ proteins, providing new clues to understanding
the dominant JA insensitivity promoted by truncated JAZDJas proteins. We also provide evidence that the Jas
motif mediates the hormone-dependent interaction between Arabidopsis JAZ3 and COI1, and further confirm
that the Jas motif is required and sufficient for Arabidopsis JAZ3–MYC2 interaction. Finally, we show that
interaction with MYC2 is a common feature of the JAZ family, as most JAZ proteins can bind MYC2 in
pull-down and yeast two-hybrid assays.
Keywords: Jasmonate, JAZ, ZIM domain, Jas motif, homo- and heteromerization, MYC2.
INTRODUCTION
The fitness and survival of plants in nature relies on their
ability to quickly perceive and respond to external chal-
lenges. This ability largely depends on complex regulatory
networks that modulate the energetic balance between
growth and defence, primarily through the transcriptional
reprogramming of the cell in response to external stimuli
(Schenk et al., 2000; Jiao et al., 2007;Wise et al., 2007; Baena-
Gonzalez and Sheen, 2008; McClung, 2008; McSteen and
Zhao, 2008). Among the phytohormones that participate in
these regulatory networks, jasmonates (JAs) have been
investigated for several decades, and are probably the best-
characterized oxylipins. Their signalling pathways modulate
plant defence responses against biotic and abiotic chal-
lenges (Farmer et al., 2003; Wasternack, 2007; Balbi and
Devoto, 2008; Browse and Howe, 2008; Chico et al., 2008).
JAs also regulate developmental processes such as root
elongation, tuberization, fruit ripening, tendril coiling, cell-
cycle progression and senescence (Pozo et al., 2004; Glaze-
brook, 2005; Lorenzo and Solano, 2005; Wasternack, 2007;
Balbi and Devoto, 2008; Pauwels et al., 2008; Zhang
and Turner, 2008). The recent discovery of the jasmonate
ZIM-domain (JAZ) family of repressors has evidenced the
parallelism between the auxin and the JA signalling path-
ways, and has defined the core JA signalling module as
COI1–JAZ–MYC2 (Chini et al., 2007; Thines et al., 2007; Chico
et al., 2008; Katsir et al., 2008a; Staswick, 2008). ())-JA-Ile has
recently been shown to be the endogenous bioactive
hormone (Thines et al., 2007; Staswick, 2008). This molecule
and its bacterial mimic coronatine (COR) promote the hor-
mone-dependent binding of COI1, the F-box component of
an Skp1-Cullin-F-box (SCF) E3-ubiquitin ligase (Feys et al.,
1994; Xie et al., 1998), to several JAZ proteins from different
plant species (Thines et al., 2007; Katsir et al., 2008b; Melotto
et al., 2008). Moreover, binding of radiolabelled COR by to-
mato cellular extracts requires COI1, and can be competed
by JA-Ile, suggesting that COI1 is the JA-Ile and COR
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receptor (Katsir et al., 2008b). Upon hormone perception,
SCFCOI1-dependent proteasome degradation of several JAZ
proteins (JAZ1, JAZ3 and JAZ6) has been described (Chini
et al., 2007; Thines et al., 2007; Shoji et al., 2008), triggering a
quick JA-dependent transcriptional reprogramming (Man-
daokar et al., 2003; Reymond et al., 2004; Devoto et al., 2005;
Uppalapati et al., 2005; Chini et al., 2007; Chico et al., 2008).
Among the limited number of transcription factors (TFs)
involved in JA signalling, MYC2 is probably the best
characterized because of its implication in numerous JA-
dependent responses (Boter et al., 2004; Lorenzo et al., 2004;
Dombrecht et al., 2007; Pozo et al., 2008). MYC2was found to
be a direct target of JAI3/JAZ3, and proteasome degradation
of this repressor is required to trigger MYC2 activity (Chini
et al., 2007). Recently, Arabidopsis JAZ1 and JAZ9 were also
shown to bind MYC2, and, by analogy with JAZ3, were
proposed to repress its transcriptional activity (Melotto et al.,
2008).
The JAZ proteins share two conserved regions: the ZIM
domain, located in the central part of the protein, and the Jas
domain, at the C terminus (Chini et al., 2007; Thines et al.,
2007; Yan et al., 2007). The jai3-1 mutant as well as
transgenic plants overexpressing truncated versions of
JAZ1, JAZ3 and JAZ10 proteins lacking the Jas motif
(JAZ1DJas, JAZ3DJas and JAZ10DJas) exhibit a dominant
JA-insensitive phenotype (Chini et al., 2007; Thines et al.,
2007; Yan et al., 2007; Shoji et al., 2008). Furthermore,
JAZ1DJas, JAZ3DJas and JAZ6DJas proteins are not
degraded upon hormone perception (Chini et al., 2007;
Thines et al., 2007; Shoji et al., 2008). Consistently, the
hormone-dependent COI1–JAZ interaction occurs through
the Jas domain, and requires two positively charged
conserved amino acids within this domain (Katsir et al.,
2008b; Melotto et al., 2008). Interestingly, the Jas motif is
also necessary for the hormone-independent binding of JAZ
proteins to MYC2, but this interaction does not require these
two positively charged conserved amino acids of the Jas
domain (Chini et al., 2007; Katsir et al., 2008b; Melotto et al.,
2008). Therefore, different surfaces of the Jas domain were
proposed to modulate specific interactions with COI1 and
MYC2 (Melotto et al., 2008).
The ZIM domain contains a highly conserved sequence
(the TIFY motif), and, in addition to JAZ, is present in PPD,
ZIM and ZIM-LIKE proteins, which are collectively grouped
in the TIFY superfamily (Shikata et al., 2004; White, 2006;
Vanholme et al., 2007). The importance of the ZIM domain in
the evolution of land plants is underscored by the presence
of this domain in several phylogenetically distant species of
land plants, but not in green algae (Chico et al., 2008; Katsir
et al., 2008a). However, in spite of its importance, the
biochemical and physiological function of the ZIM domain
remains unknown so far.
Here, we show that the JAZ proteins can form homo- and
heteromeric interactions. The ZIM domain mediates these
interactions in a hormone-independent manner. The ability
of a few members of the JAZ family to homo- and hetero-
merize could reflect their relevance in JA signalling regula-
tion. Interestingly, the truncated JAZ3DJas protein, retaining
the ZIM domain and lacking the Jas motif, interacts with
several JAZ proteins, even more than the full-length JAZ3
protein, providing new insights to explain the dominant
JA-insensitive phenotype promoted by the JAZDJas pro-
teins. We also provide additional evidence that the Jas motif
mediates the hormone-dependent Arabidopsis JAZ3–COI1
interaction, as well as the hormone-independent binding of
JAZ3 to MYC2. Finally, we demonstrate that MYC2 interac-
tion is a common feature of the JAZ family, as most JAZ
proteins can bind MYC2.
RESULTS
The Jas motif is sufficient for the interaction of JAZ3 with
both COI1 and MYC2
It has been previously shown that the hormone-dependent
interaction of some JAZ proteins with COI1 involves the Jas
motif (Katsir et al., 2008b; Melotto et al., 2008). To test if the
Jas domain of Arabidopsis JAZ3 protein is responsible for
the hormone-dependent interaction with COI1, recombinant
JAZ3 and JAZ3 derivatives fused to MBP were used in
pull-down (PD) experiments with cell extracts containing
COI1-flag (from 35S:COI1-flag transgenic plants) (Figure S1).
As shown in Figure 1a, full-length MBP–JAZ3 and MBP–J
AZ3DZIM proteins, but not MBP–JAZ3DJas, were able to
pull-down COI1-flag from the extracts in the presence of
COR (a hormone agonist), indicating that the Jas motif is
required for the hormone-dependent interaction between
JAZ3 and COI1. Yeast two-hybrid analysis consistently
confirmed these results (Figure 1b).
Interestingly, yeast two-hybrid assays have previously
shown that JAZ3 interacts with MYC2, and that this interac-
tion also involves the Jas motif of JAZ3 and the N-terminal
half of MYC2 (Chini et al., 2007; Melotto et al., 2008). To
further confirm this interaction, we first obtained transgenic
plants expressing a GFP-tagged MYC2 protein (MYC2–GFP)
in a myc2 mutant background (jin1-2). Microscope visuali-
zation of GFP confirmed that the fusion protein was nuclear
and fully functional, complementing the JA insensitivity of
jin1-2 (Figure 2a, b). We next performed PD experiments
using Arabidopsis cell extracts from the 35S:MYC2–GFP
transgenic plants and recombinant MBP–JAZ3 or truncated
derivatives lacking either the ZIM domain (MBP–JAZ3DZIM)
or the Jas motif (MBP–JAZ3DJas). As shown in Figure 2c,
MYC2–GFP protein was pulled-down by MBP–JAZ3 or
MBP–JAZ3DZIM, independently of the presence or absence
of COR. In contrast, JAZ3DJas failed to recover MYC2–GFP
protein, confirming that JAZ3 interaction with MYC2 occurs
through the Jas motif of JAZ3. To further define a shorter
domain in the JAZ proteins required for MYC2 interaction,
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we performed yeast two-hybrid assays with additional JAZ3
derivatives. As shown in Figure 2d, in addition to JAZ3 and
JAZ3DZIM proteins (previously shown to interact with
MYC2; Chini et al., 2007), the Jas motif alone (Jas) was
sufficient for interaction with MYC2. Interestingly, however,
this protein derivative (Jas) did not interact with COI1,
suggesting that the interaction domain may be larger.
JAZ3 JAZ3ΔJas JAZ3ΔZIM MBP
COR
(a)
COI1-flag extract
– + – + – + –
(b)
–2 –4
JAZ3
JAZ3ΔJas
JAZ3ΔZIM
Control
COI1 (bait)
–4
+ CORPrey
ZIM
Jas
Figure 1. The Jas motif of JAZ3 is necessary and sufficient to mediate the
JAZ3–COI1 interaction in the presence of coronatine (COR).
(a) Interaction of COI1-flag with MBP-JAZ3 and truncated versions. Immuno-
blot (anti-flag antibody) of recovered COI1-flag (from 35S:COI1-flag plant
extracts) after pull-down reactions using recombinant MBP fusions of JAZ3,
full length and truncated versions (JAZ3DJas and JAZ3DZIM), without COR
()), or in the presence of 50 lM COR (+). Recombinant MBP was used as the
control. Crude protein extracts from 35S:COI1-flag transgenics (COI1-flag ext)
are also shown. Lower panel shows the Coomassie staining of the input
quantity of recombinant proteins used.
(b) Yeast cells co-transformed with pGBKT7-COI1 (bait) and indicated
pGADT7-JAZ derivatives (prey) were selected and subsequently grown on
yeast synthetic drop-out lacking Leu and Trp ()2), as a transformation control,
or on selective media ()4) (lacking Ade, His, Leu and Trp), to test protein
interactions in the presence or absence of 30 lM COR. pGBKT7-COI1
co-transformation with pGADT7 vector (control) was included.
W
 Te
xt
(c) MYC2-GFP ext
JAZ3 JAZ3ΔJas JAZ3ΔZIM MBP
COR– – – + – + – + –
*
(a) (b)
Col-0 jin1-2
35S:MYC2-GFP
jin1-2
Bait
JA
Z3
JA
Z3
ΔJ
as
ZI
M
Ja
s
(d)
Prey
MYC2
MYC2
Control
Control
JA
Z3
ΔZ
IM
- 2
- 4
- 2
- 4
Figure 2. The Jas motif of JAZ3 is necessary and sufficient to mediate the
JAZ3–MYC2 interaction independently of the presence of the hormone.
(a) Microscope visualization of nuclear-localized MYC2-GFP fusion protein in
the roots of 35S:MYC2-GFP transgenic Arabidopsis plants. Scale bar: 0.1 mm.
(b) Root-growth inhibition assays of 10-day-old Arabidopsis wild-type Col-0
seedlings, jin1-2 mutants and 35S:MYC2-GFP transgenic plants in a jin1-2
mutant background grown in Johnson’s media supplemented with 50 lM
jasmonate (JA). The MYC2-GFP protein is fully functional as it complements
the JA-insensitivity of jin1-2. Scale bars: 1 cm.
(c) Interaction between MYC2-GFP and MBP-JAZ3 full-length or truncated
protein versions. Immunoblot (anti-GFP antibody) of recovered MYC2-GFP
(from 35S:MYC2-GFP;jin1-2 plant extracts) after pull-down reactions using
recombinant MBP-JAZ3 protein and truncated versions, without COR ()) or in
the presence of 50 lM COR (+). The asterisk indicates the MYC2-GFP protein.
Recombinant MBP was used as the control. Crude protein extracts from the
wild type (WT ext) and from 35S:MYC2-GFP;jin1-2 plant extracts (MYC2-GFP
ext) are also shown for comparison.
(d) Yeast cells co-transformed with pGBKT7-MYC2 (prey) and the indicated
pGADT7-JAZ3 derivatives (bait) were selected and subsequently grown on
yeast synthetic drop-out, lacking Leu and Trp ()2) as a transformation control,
or on selective media ()4) (lacking Ade, His, Leu and Trp), to test protein
interactions. All pGBKT7-JAZ3 derivatives (bait) co-transformedwith pGADT7
empty vector (control) were included as controls.
The ZIM domain mediates JAZ–JAZ interactions 79
ª 2009 The Authors
Journal compilation ª 2009 Blackwell Publishing Ltd, The Plant Journal, (2009), 59, 77–87
Moreover, interaction with COI1 is hormone dependent, and
the interaction with MYC2 is hormone independent. There-
fore, the interaction of JAZ3 with both COI1 and MYC2
occurs through the same domain in JAZ3, the Jas motif,
but via partially different regions, and with a different
requirement of the hormone.
Interactions of JAZ repressors with MYC2
In addition to JAZ3, JAZ1 and JAZ9 have recently been
shown to interact with MYC2 in yeast two-hybrid assays
(Melotto et al., 2008). In order to test whether interaction
with MYC2 is a general feature of the JAZ repressors, we
assess the capacity of MYC2 to interact with all members of
the Arabidopsis JAZ family using PD and yeast two-hybrid
experiments. As shown in Figure 3a, MYC2–GFP was
recovered by all MBP–JAZ proteins, except for JAZ7, in PD
experiments. The interaction was strong in the case of JAZ1,
JAZ2, JAZ3, JAZ5, JAZ9, JAZ10 and JAZ11, and was weak in
the case of JAZ4, JAZ6, JAZ8 and JAZ12. Consistently, most
JAZ proteins, with the exceptions of JAZ4 and JAZ7, inter-
acted with MYC2 in yeast two-hybrid assays, also with
different affinities (Figure 3b). We conclude that most JAZ
proteins can interact with MYC2.
The ZIM domain mediates homomeric interactions
between JAZ proteins
As bHLH proteins act as dimmers (Ellenberger et al., 1994;
Ma et al., 1994; Brownlie et al., 1997), we reasoned that an
MYC2 repressor such as JAZ3 could also function as a
dimmer. Supporting this hypothesis, yeast two-hybrid
screening for the interactors of JAZ2 rendered a JAZ2
derivative missing the N-terminal 33 amino acids (data not
shown). To further test this hypothesis we checked JAZ3
self-interaction by PD and yeast two-hybrid experiments. As
shown in Figure 4a, PD assays using plant extracts
expressing JAZ3–GFP and recombinant MBP–JAZ3 revealed
that this protein can form homomers independently of the
presence of the hormone (Figure 4a, b). To identify the
domain responsible for dimerization, we used JAZ3 deriva-
tives in PD experiments, defining the ZIM domain as the
motif necessary and sufficient for homomeric interactions
(Figure 4c). Yeast two-hybrid assays further confirmed these
results (Figures 4d and S2), leading us to conclude that the
ZIM domain in JAZ3 is responsible for its homomeric
interaction.
We next tested homomeric interactions among all JAZ
proteins in two-hybrid assays. As shown in Figure 5, the
homomerization of full-length proteins was only observed
for JAZ1, JAZ3, JAZ4 and JAZ9, suggesting that not all
JAZ proteins can form homodimers. These assays were
carried out simultaneously with those described in Figure
3b, where most of these constructs produced a positive
interaction with MYC2, therefore supporting that all
JAZ proteins are being properly expressed and are
functional in yeast (also see Figure S3 for protein
expression).
Heteromeric interactions among JAZ proteins
We also checked the possibility that JAZ proteins could form
heteromers by testing all 144 possible combinations
between the 12 JAZ repressors in yeast two-hybrid assays.
As shown in Figure 6a, the same proteins that produced
homomeric interactions (JAZ1, JAZ3, JAZ4 and JAZ9) also
rendered heteromeric interactions. Thus, JAZ3, JAZ4 and
JAZ9 produced the corresponding heteromers in reciprocal
transformations (i.e. with the construct either as prey or as
bait; Figures 4, S3 and S4). Interactions between JAZ1 and
JAZ8 were also observed in reciprocal transformations,
whereas interactions between JAZ1 and JAZ4 or JAZ9 were
only observed with JAZ1 as the bait (Figures 6a and S5). All
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Figure 3. Jasmonate ZIM-domain (JAZ) repressors interact with MYC2.
(a) Immunoblot (anti-GFP antibody) of recoveredMYC2-GFP (from 35S:MYC2-
GFP jin1-2 plant extracts) after pull-down reactions using the 12 MBP–JAZ
recombinant proteins. Recombinant MBP was used as the control. Crude
protein extracts from the wild type (WT ext) and 35S:MYC2-GFP; jin1-2 plant
extracts (MYC2-GFP ext) are also included. The lower panel shows Coomassie
staining of the input quantity of recombinant proteins.
(b,c) Yeast cells co-transformed with pGBKT7-JAZ (bait) and pGADT7-MYC2
(prey) (b), or pDEST32–JAZ (bait) and pDEST22–MYC2 (prey) (c), were
selected and subsequently grown on yeast synthetic drop-out lacking Leu
and Trp ()2), as a transformation control, or on selective media ()4) (lacking
Ade, His, Leu and Trp), to test protein interactions. pGADT7–MYC2
co-transformation with pGBKT7 vector (control) and pDEST22–MYC2
co-transformation with pDEST32 vector (control) were included.
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other combinations tested between JAZ proteins failed to
establish heterodimers; however, these data in yeast do not
preclude the scenario that additional JAZ proteins could
heteromerize in vivo.
To assess if the ZIM domain is also responsible for
heteromerization, we tested the interaction between each
JAZ protein and JAZ3DJas. Interestingly, in addition to the
interactions promoted by the full-length JAZ3, the truncated
derivative also rendered a strong interaction with JAZ1
(Figure 7a, b). These results indicate that heteromeric
interactions also involve the ZIM domain. Although the
interactions between JAZ1 and JAZ3DJas were only
observed with JAZ1 as the bait, these data also suggest
that the lack of the Jas motif could broaden the range of JAZ
partners interacting with a particular JAZDJas, compared
with the corresponding full-length JAZ protein.
Additional evidence of heteromeric interactions, and of
the involvement of the ZIM domain, was obtained by testing
the interaction of all 12 MBP–JAZ fusion proteins with
JAZ3DJas–GFP in PD experiments using cell extracts from
JAZ3DJas–GFP transgenic plants (Figure 7c). Consistent
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Figure 4. The ZIM domain is necessary and sufficient for homomerization.
(a,b) Interaction between JAZ3–GFP and MBP–JAZ3 protein. Immunoblot
(anti-GFP antibody) of recovered JAZ3–GFP (from 35S:JAZ3–GFP plant
extracts) after pull-down (PD) reactions using recombinant MBP–JAZ3 and
MBP proteins, in the absence ()) or presence (+) of 50 lM COR (b). Incubation
of MBP–JAZ3 with wild-type extract (WT ext) was used as a control for
spurious bands (a). Crude protein extracts from the wild type and 35S:JAZ3–
GFP plant extracts (JAZ3–GFP ext) are also shown as controls.
(c) Immunoblot (anti-GFP antibody) of recovered JAZ3DJas–GFP (from
35S:JAZ3–GFPDJas plant extracts) after pull-down reactions using recombi-
nant MBP–JAZ3, MBP–JAZ3 derivative proteins and MBP. Wild-type extracts
(WT ext) were used in PD reactions as a control. Crude protein extracts from
the wild type and 35S:JAZ3DJas–GFP plant extracts (JAZ3DJas–GFP ext) are
also shown as controls. The lower panels in (a), (b) and (c) show the
Coomassie staining of the input quantity of recombinant proteins.
(d) Yeast cells co-transformed with pGBKT7–JAZ3 or derivatives (bait) and
pGADT7–JAZ3 or derivatives (prey) were selected and subsequently grown
on yeast synthetic drop-out lacking Leu and Trp ()2), as a transformation
control (shown in Figure S2), or on selective media ()4) (lacking Ade, His, Leu
and Trp), to assess the protein domains responsible for homomerization. The
MYC2 interaction with JAZ3 derivatives was also tested. pGBKT7–JAZ3
constructs co-transformed with pGADT7 vector (control), and pGADT7–JAZ3
derivatives co-transformed with pGBKT7 vector (controls), were included.
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Figure 5. Homomeric interactions among jasmonate ZIM-domain (JAZ)
proteins.
(a) Yeast cells co-transformed with pGBKT7–JAZ (bait) and pGADT7–JAZ
proteins (prey) were selected and subsequently grown on yeast synthetic
drop-out lacking Leu and Trp ()2), as a transformation control, or on selective
media ()4) (lacking Ade, His, Leu and Trp), to test homomerization.
(b) A 1:10 dilution of the same yeast cells shown in (a) were also tested in )2
and )4 media to assess the strength of homomerization.
(c) pGBKT7–JAZ (bait) constructs co-transformed with pGADT7 empty vector
were included to exclude JAZ binding domain (BD) auto-activation.
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with the yeast two-hybrid results, JAZ1, JAZ3, JAZ4 and
JAZ9 were the proteins that most strongly pulled-down
JAZ3DJas–GFP from the extracts. JAZ2, JAZ5, JAZ6 and
JAZ10 only showed a weak interaction with JAZ3DJas–GFP,
and no interaction over the background was observed for
JAZ7, JAZ8, JAZ11 and JAZ12. These results further support
the existence of heteromeric interactions among JAZ
proteins involving the ZIM domain.
Homo- and heteromeric interactions in vivo
To demonstrate that interactions among JAZ proteins can
also occur in vivo, we checked homo- and heteromeric
interactions by bimolecular fluorescence complementation
(BiFC), and by co-immunoprecipitation (co-IP) assays. As
shown in Figure 8a, fusion proteins of JAZ3DJas to the
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Figure 6. Heteromeric interactions among jasmonate ZIM-domain (JAZ)
proteins.
(a) Yeast cells co-transformed with all 12 pGBKT7–JAZ proteins (bait) and all
12 pGADT7–JAZ proteins (prey) were selected and subsequently grown on
yeast synthetic drop-out lacking Leu and Trp ()2), as a transformation control
(shown in Figure S4), or on selective media ()4) (lacking Ade, His, Leu and
Trp), to test heteromerizations. pGBKT7–JAZ (bait) constructs co-transformed
with pGADT7 empty vector were included to exclude JAZ binding domain
(BD) auto-activation.
(b) Phylogenetic tree of the Arabidopsis JAZ proteins. Phenogram represen-
tation of the neighbour-joining for the 12 full length JAZ and the two PPD
sequences. Sequence alignment was generated using DiAlign (Genomatix)
and the tree was created by Phylodendron (University of Indiana). Branch
lengths are proportional to the estimated evolutionary distance. Bootstrap
values are included. JAZ proteins can be tentatively grouped in four clades.
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Figure 7. The ZIM domain is necessary for heteromeric interactions.
(a, b) Yeast cells co-transformed with all 12 pGBKT7–JAZ proteins (bait) and
pGADT7–JAZ3 protein (prey) (a) or pGADT7–JAZ3DJas protein (prey) (b),
were selected and subsequently grown on yeast synthetic drop-out lacking
Leu and Trp ()2) as a transformation control, or on selective media ()4)
(lacking Ade, His, Leu and Trp), to test protein interaction.
(c) Interaction between JAZ3DJas-GFP and MBP–JAZ proteins. Immunoblot
(anti-GFP antibody) of recovered JAZ3DJas–GFP (from 35S:JAZ3DJas–GFP
plant extracts) after pull-down reactions using the 12 MBP–JAZ and MBP
recombinant proteins. A pull-down with wild-type extracts (WT ext) was used
as the control. Crude protein extracts from the wild type and 35S:JAZ3DJas–
GFP plant extracts (JAZ3DJas–GFP ext) were also included. The lower panels
show the Coomassie staining of the input quantity of recombinant proteins.
82 Andrea Chini et al.
ª 2009 The Authors
Journal compilation ª 2009 Blackwell Publishing Ltd, The Plant Journal, (2009), 59, 77–87
N-terminal and C-terminal halves of YFP (JAZ3DJas-NY and
CY-JAZ3DJas, respectively) complemented the YFP, and
produced fluorescent nuclei at the YFP wavelength (also see
Figure S6). Moreover, JAZ3DJas-GFP and JAZ9-GFP, tran-
siently expressed proteins in Nicotiana benthamiana, could
be detected after co-IP experiments of JAZ9-HA using the
a-HA matrix (Figure 8b). These results indicate that
both homomeric and heteromeric interactions can occur
in planta, and further support that ZIM mediates dimeriza-
tion between JAZ proteins.
DISCUSSION
JAZ repressors share two conserved domains, Jas and ZIM,
the functions of which are not yet fully understood (Chini
et al., 2007; Thines et al., 2007; Yan et al., 2007). Previous
results suggest that both domains could be protein–protein
interaction surfaces that mediate association with their tar-
gets (i.e. MYC2) and/or regulators (i.e. SCFCOI1). Thus, hor-
mone-dependent interaction of some JAZ proteins with
COI1 involves the Jas motif (Katsir et al., 2008b; Melotto
et al., 2008). Moreover, two positively charged amino acids
within this motif are required for this interaction (Melotto
et al., 2008). Our demonstration that the Jas motif in
Arabidopsis JAZ3 is required and sufficient for the hormone-
dependent interaction with COI1 further supports these
observations. Moreover, it is fully consistent with the
stabilization of the JAZ3DJas–GFP protein against protea-
some degradation (Chini et al., 2007), as the lack of the Jas
motif would prevent interaction with COI1, and therefore,
the COI1-mediated ubiquitination required for proteasome
degradation upon hormone perception.
Paradoxically, the Jas motif is also required and sufficient
for JAZ3 interaction with MYC2 (Chini et al., 2007; Melotto
et al., 2008; present work). Moreover, this seems to be a
general feature of the JAZ family, as we found that most JAZ
proteins interact with MYC2 with different affinities in PD or
yeast two-hybrid assays. This interaction, however, does not
require the two positively charged residues involved in JAZ–
COI1 binding (Melotto et al., 2008). Moreover, only the Jas
motif (Jas in Figure 2) is sufficient for an interaction with
MYC2, but not with COI1. These observations suggest that
the interacting regions of the Jas motif with COI1 and MYC2
are not exactly the same, or that the amino acids within this
motif establishing the connection with COI1 and MYC2
are different. Moreover, JAZ–MYC2 binding is independent
on the hormone. There is, therefore, a growing body of
evidence indicating that the Jas motif is responsible for the
interaction with both COI1 and MYC2, probably through
different surfaces or amino acid contacts. Whether the
presence of the hormone determines the switch of JAZ
protein interaction from MYC2 to COI1 requires further
experimental support.
Concerning the ZIM function, in spite of its annotation in
public databases as a putative novel DNA-binding domain
(ZIM, Pfam PF06200; TIFY, PROSITE profile PS51320), the
different types of experiments aimed to test this hypothesis
failed to provide evidence of ZIM–DNA interaction (not
shown). In contrast, however, yeast two-hybrid screening
for partners of JAZ2 rendered a JAZ2-derivative lacking the
N-terminal 33 amino acids, but containing both the ZIM and
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Figure 8. Homo- and heteromeric interactions in vivo.
(a) Bimolecular fluorescence complementation by JAZ3DJas homodimeriza-
tion. Confocal images of the YFP detected following Agrobacterium-mediated
transient expression in Nicotiana benthamiana of JAZ3DJas-NY and
CY-JAZ3DJas (upper panels), compared with the negative control (lower
panels). Nuclei were stained by 4¢,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI), and the
YFP/DAPI merged images highlight the YFP fluorescence localized in the
nuclei. Scale bars: 50 lm. Abbreviations: NY, N-terminal half of YFP; CY,
C-terminal half of YFP.
(b) Immunoblot of inmunoprecipitated proteins (JAZ9–HA and HA; upper
panel), co-immunoprecipipated proteins (JAZ3DJas–GFP, JAZ9–GFP and
GFP; medium panel) transiently expressed in N. benthamiana. Immunopre-
cipitation was performed using anti-HA matrix, and co-immunoprecipitated
proteins were detected using anti-GFP antibody. The expression levels of the
input GFP-fused proteins were assessed by anti-GFP of crude extracts (lower
panel).
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Jas domains. Additional PD and yeast two-hybrid experi-
ments using truncated derivatives of JAZ3 reduced the
region necessary and sufficient for JAZ3 homomeric inter-
actions to the ZIM domain. Additional JAZ proteins can also
form homodimers, suggesting that self-assembling interac-
tions could be a common feature of ZIM-containing proteins
(PPDs and ZIM/ZIM-LIKE as well as JAZ proteins). Moreover,
these assays also demonstrated that heteromeric interac-
tions among JAZ repressors are possible, and also involve
the ZIM domain. Thus, using cell extracts from transgenic
plants expressing JAZ3DJas–GFP, this protein could be
pulled-down bymost JAZ proteins. In addition to JAZ3 itself,
the interaction was very strong for JAZ1, JAZ4 and JAZ9.
Consistently, the strong interactors/partners in PD assays
were coincident with the proteins homomerizing in yeast
two-hybrid experiments, suggesting that these interactions
may occur in intact cells. BiFC and co-IP experiments further
demonstrated that homo- and heteromeric interactions can
occur in vivo, and that ZIM is the domain involved in
dimerization. It is noteworthy thatmost JAZ proteins that are
capable of establishing homomeric interactions belong to
clade A (i.e. JAZ3, JAZ4 and JAZ9; Figure 6b), thereby
evidencing the importance of amino acid sequence conser-
vation for homomerization. However, these results do not
preclude additional protein interactions in vivo or in vitro,
and therefore the determination of the real homo- and
heteromeric complexes occurring in vivo will require further
experimental work.
An important question still unanswered is how the
JAZDJas proteins lacking the Jas motif, required for inter-
action with both MYC2 and COI1, can cause JA insensitivity.
Two alternative hypotheses have been proposed so far. The
first hypothesis attributes the dominant JA insensitivity to
the continuous repression of JA-related transcription factors
by stabilized JAZDJas proteins (Thines et al., 2007; Melotto
et al., 2008). Although this hypothesis is consistent with the
requirement of the Jas motif for COI1 interaction, it is
unlikely, as this domain is also required for JAZ interaction
with MYC2. The second hypothesis proposed that JAZ3DJas
protein could interfere with COI1 activity, slowing the
turnover of JAZs, and, therefore, causing the JA insensitivity
(Chini et al., 2007). This hypothesis is based on the
stabilization of full-length JAZ proteins in the presence
of JAZ3DJas in vivo and in vitro, and on a hormone-
independent COI1–JAZ3DJas interaction detected in vitro
(Chini et al., 2007). However, this hormone-independent
interaction could not be detected in the PD experiments or
yeast two-hybrid assays described within this work, there-
fore indicating that the interaction must be very weak and is
unlikely to interfere with COI1 activity. Moreover, in light of
the results reported here, the stabilization of JAZ proteins in
the presence of JAZ3DJas could be reinterpreted as a
consequence of their homo- and heteromeric interactions.
Remarkably, JAZ3DJas can form heterodimers with JAZ1
and JAZ9, the two proteins whose degradation was
previously reported to be inhibited by JAZ3DJas (Chini et
al., 2007). In light of the results reported here, we can
therefore reconcile both hypotheses proposing that hetero-
meric JAZ–JAZDJas complexes could interact with MYC2
(and probably other JA-related TFs), but are inefficiently
recognized by COI1. In this case, the JAZ3DJas dominant
effect would be indirectly established by dimerization,
instead of by direct COI1 interaction.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Plant materials and growth conditions
Arabidopsis thaliana Col-0 is the genetic background of wild-type
and transgenic lines used throughout the work. Plant growth con-
ditions in vitro (in Johnson’s media) were as previously described
(Lorenzo et al., 2003).
The generation of transgenic lines overexpressing JAZ3–GFP and
JAZ3DJas–GFP are described in Chini et al. (2007). To generate
transgenic plants expressing MYC2–GFP in the jin1-2 background
the full-length MYC2 coding sequence was amplified with high-
fidelity Taq-polimerase (Roche, http://www.roche.com), using Gate-
way-compatible primers (see Table S1 for primers sequences). PCR
products were cloned into pDONR207 with a Gateway BP II kit
(Invitrogen, http://www.invitrogen.com) and sequenced. A Gate-
way LR II kit (Invitrogen) and the destination vector pGWB5 (Mita
et al., 1995) was used to generate the 35S:MYC2–GFP construct,
which was then transferred to Agrobacterium tumefaciens C58C1
carrying the pGV2260 by heat shock, and Arabidopsis jin1-2 plants
were then transformed by floral dipping (Clough and Bent, 1998).
GFP was visualized by fluorescence microscopy using DMR and
confocal microscopes (Leica, http://www.leica.com). Photographs
of cells expressing the GFP were taken as previously described
(Lorenzo et al., 2004).
Transgenic plants expressing COI1-flag in Col-0 (kindly provided
by the laboratory of X.-W. Deng; Feng et al., 2003) and wild-type
plants were grown in the same conditions, collected after 12 days,
immediately frozen, and were then used for pull-down assays.
Recombinant proteins
Coding sequences for full-length JAZ proteins and for truncated
versions of JAZ3 were PCR amplified from plasmid templates pro-
vided by TAIR (Table S2) or cDNA, maintaining both the frame and
the stop codons (see Table S1 for primer sequences). Using the
Gateway system (Invitrogen), these amplicons were cloned into
pDONR201/pDONR207 and recombined in pDEST-TH1 (Hammar-
strom et al., 2002) to obtain N-terminal MBP-fusions. All constructs
were verified by sequencing prior to protein expression.
Recombinant MBP-fusion proteins were expressed in Escherichia
coli BL21 cells, and were then purified in amylose resin columns
(New England Biolabs, http://www.neb.com), following the method
described by Chini et al. (2007). Protein purity was assessed by
Coomassie gel staining, and quantification was performed in gels
by comparison with known concentrations of BSA.
Protein extracts and pull-down assays
Arabidopsis thaliana wild-type seedlings, lines expressing
35S:COI1-flag (Feng et al., 2003), 35S:JAI3-GFP or 35S:JAI3DJas-
GFP (Chini et al., 2007), and jin1-2 plants expressing 35S:MYC2-GFP
were ground in liquid nitrogen and homogenized in extraction
buffer containing 50 mM TrisHCl, pH 7.4, 100 mM NaCl, 10% glyc-
erol, 0.1% Tween-20, 1 mM DTT, 1 mM phenylmethylsulphonyl
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fluoride (PMSF), complete protease inhibitor cocktail (Roche) and
50 lM MG132 (Sigma-Aldrich, http://www.sigmaaldrich.com). After
two rounds of 15 min of centrifugation at 16 000 g, at 4C, the
supernatant was collected and the total protein quantified by the
Bradford method.
For pull-down experiments, 6 lg of resin-bound MBP fusion
protein was added to 1.8 mg of total protein extract, and, when
indicated, supplemented with coronatine (COR) (Sigma-Aldrich),
and then incubated for 1 h at 4C under rotation. Samples were
resuspended in 30 lL of extraction buffer and supplemented with
2 mM CaCl2 and 1 lL factor Xa (New England Biolabs), to digest
MBP-fused proteins (3 h at room temperature (23C), RT), so as to
facilitate COI1-flag detection. Samples were boiled with loading
buffer and run on 8% SDS–PAGE gels. Proteins were transferred
onto polyvinylidene fluoride (PVDF)membranes and incubated with
monoclonal anti-FLAG antibody (Sigma-Aldrich), or were trans-
ferred to nitrocellulose membranes and incubated with anti-GFP
monoclonal antibody (Roche).
A 3-ll aliquot was taken from each sample to check the quantity of
MBP-fused protein used in each PD sample. These samples were
loaded into SDS–PAGE gels and stained with Coomassie.
Co-immunoprecipitation
JAZ3DJas and JAZ9 proteins were fused to a GFP tag by cloning in
the pGWB5 vector, and JAZ7 and JAZ9 were fused to an HA tag by
cloning in pGWB14 (Mita et al., 1995). Empty pGWB vectors were
used for the expression of GFP, and HA proteins were used as the
controls. N. benthamiana leaves were infiltrated with Agrobacte-
rium harbouring these constructs, and were collected after 2 days.
For each sample, 0.6 g of agroinfiltrated leaves were homogenized
in 2 mL of co-IP buffer containing 50 mM Tris–HCl, pH 7.5, 100 mM
NaCl, 2 mM DTT, 0.1% Tween-20, 1 mM PMSF, 50 lM MG132 and
complete protease inhibitor cocktail (Roche), and were centrifuged
twice at 16 000 g at 4C. The supernatant was incubated for 2 h
(4C, with rotation) with the anti-HA affinity matrix (Roche), and
was washed three times with 1 mL of IP buffer. After denatural-
ization in Laemmli SDS–PAGE loading buffer, samples were loa-
ded into 10 or 12% SDS–PAGE gels, transferred to PVDF
membranes (Millipore, http://www.millipore.com) and incubated
with anti-HA-HR-peroxidase (Roche) and anti-GFP-HRP antibodies
(Miltenyi Biotec, http://www.miltenyibiotec.com). A 15-lL aliquot
of total protein extract was also used for immunoblot with the
same antibodies to evaluate the expression of recombinant pro-
teins in each sample.
Bimolecular fluorescence complementation
Truncated versions of JAZ3 were PCR amplified, with or without the
stop codon, as previously described (Chini et al., 2007). Using the
Gateway system (Invitrogen), these amplicons were cloned into
pDONR201 and subsequently to the destination vector series pBiCF
(To et al., 2006). The four resulting plasmids (pBiFC1–JAZ3D-
Jas = JAZ3DJas–NYFP; pBiFC2–JAZ3DJas = NYFP–JAZ3DJas;
pBiFC3–JAZ3DJas = CYFP–JAZ3DJas; pBiFC4–JAZ3DJas = JAZ3D-
Jas–CYFP) were transformed in A. tumefaciens. The four possible
combinations of CYFP and NYFP JAZ3DJas constructs were
employed to infect N. benthamiana plants, as previously described
(Chini et al., 2007). Leaves of infected plants were analysed under a
TCS SP5 Leica Microsystems confocal laser microscope. 4¢,6-Di-
amidino-2-phenylindole (DAPI) solution was injected into plant
leaves 2 min before imaging. DAPI and YFP fluorescence were
analysed at the same time via excitation at a wavelength of 504 and
514 nm, respectively, and emission scanning at a wavelength
between 418 and 479 nm (DAPI) and between 520 and 615 nm
(YFP).
Yeast two-hybrid assays
The pDONR constructs described above were used in Gateway LR
(Invitrogen) reactions, in combination with the destination vector
pGADT7gateway (Gal4 activation domain, AD) and pGBKT7gateway
(Gal4 DNA binding domain, BD), in which the gateway cassette was
cloned within the EcoRI and NdeI restriction sites, to generate all
vectors described in the text. All these constructs were checked by
sequencing. All JAZ cDNA and MYC2 in pDNOR were also cloned in
the destination low-copy yeast expression vector pDEST22 (Gal4
AD) and pDEST32 (Gal4 BD), and were then checked by sequencing.
To assess protein interactions, the corresponding plasmids were
co-transformed into Saccharomyces cerevisiae AH 109 cells follow-
ing standard heat-shock protocols (Chini et al., 2007). Successfully
transformed colonies were identified on yeast synthetic drop-out
lacking Leu and Trp. At 3 days after transformation, yeast colonies
were grown in selective lacking Leu and Trp (–2) liquid media for 6
or 7 h, and the cell density was adjusted to 3 · 107 cells mL)1
(OD600 = 1). A 4-ll sample of the cell suspensions was plated out on
yeast synthetic drop-out lacking Ade, His, Leu and Trp to test protein
interaction (supplemented with 30 lMCOR, where indicated). Plates
were incubated at 28C for 2–4 days. The empty vector
pGADT7gateway was also co-transformed with pGBKT7 constructs
as a negative control.
The expression of recombinant proteins in yeast was assessed by
western blot. Total yeast proteins were purified by growing yeast
colonies in 10 mL of selective –2 liquid media until reaching a cell
density of 2 · 107 cells mL)1 (OD600 = 0.7). Yeast cells were dis-
rupted by FastPrep extraction (at a speed of 5.5 meters for 30 sec) in
extraction buffer containing 125 mM Tris–HCl, pH 6.8, 4% SDS, 22%
glycerol, 0.005% bromophenol blue, 140 mM b-mercaptoethanol
and complete protease inhibitor cocktail (Roche). Samples were
boiled and run on 10% SDS–PAGE gels. Proteins were transferred
onto PVDF membranes and incubated with anti-HA-peroxidase
(Roche), following the manufacturer’s instructions, or anti-MYC-
peroxidase (Boehringer Mannheim, now part of Roche) antibody to
test the protein expressions of constructs expressed by the pGADT7
and pGBKT7 plasmid, respectively.
The b-galactosidase activity in yeast was measured with liquid
cultures, as described by the manufacturer (Clontech, http://
www.clontech.com), using o-nitrophenyl-b-D-galactopyranoside
(ONPG) as a substrate.
Phylogenetic tree
Sequence analyses and phylogenetic trees were carried out as
previously described (Chini and Loake, 2005). Briefly, alignments of
protein sequences were generated using DIALIGN (Genomatix,
http://www.genomatix.de) and CLUSTALW (EBI, http://www.ebi.
ac.uk). The phenogram representation of the neighbour-joining tree
of the JAZ family was created by CLUSTALW [1.75 (http://sci.cnb.
uam.es/Services/MolBio/clustalw)].
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